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Sipgle-chain-Antikorper gegen den 37 kDa/67 kPa Lamininrezeptor als Werkzeuge zur ^ 
Diagnose und Therapie von Prionerkrankungen iind Krebs. deren Herstellimg iind 

Verwendung 

5 Die vorliegOTde Erfindung liegt auf dem Gebiet von AntikSrpem, welche gegen den 
Zelloberflachenrezeptor von Prionproteinen, den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor, gerichtet 
sind. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung Einzelketten-Antikorper, sog. „Sin^e- 
chak"-A!itik6rper, die spezifisch sovT'chl die 37 kDa Vorlttufw.foriu des Lamininrezeptors (37 
kDa LRP) als auch die 67 kDa high-affinity-Foim des Lamininrezeptors (67 kDa LR) 
10 erkennen. 

Prionproteine, die am Auftreten der verschiedensten Formen von tibertragbaren spongifonnen 
Encephalopathien (TSEs) beteiligt sind, wis Scrapie bei Schafen, Mausen und Hamstexn, 
Ubertragbare spongiforme Encephalopathie von Rindem (BSE), ubertragbare spongiforme 
15 Encephalopathie bei Nerzen (TME), Knru, Gerstmann-StrauSler-Scheinker-Syndrom (GSS), 
Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJD) und fatale femiliare Insomnie (FFI) beim Menschen, 
bestehen hauptsachlich, wenn auch nicht gSnzlich aus PrP^^, einer anomalen Isoform des 
ubiquitaren zellularen Prionenproteins PrP° (siehe beispielsweise Aguzzi and Weissmarm, 
1998; Lasm6zas and Weiss, 2000; Prusiner et al., 1998). 

20 

Aus der WO 98/53838 sowie aus Rieger et al. (Rieger et al., 1997) ist bekannt, dass das PrP'' 
spezifisch an den Zelloberflachenrezeptor von Prionprotenien, den 37 kDa LRP/67 kDa LR, 
bindet. Aus der WO 98/53838 sowie der EP-A-l 127 894 und aus Rieger et al., (Rieger et al., 
1997) ist bekannt, dass der Lamininrezeptorspiegel in Geweben von mit Scrapie infizierten 
25 Tieren, wie Hamster und Mausen, erhOht ist. 

Gauczynski et al., 2001b zeigen, dass der 37 kDa LRP/67 kDa LR als Rezeptor fur PrP^ 
fungiert. Bindestellen auf beiden Molekiilen wurden gemappt (Hundt et al., 2001) uad 
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs) als Cofaktoren bzw. Corezeptoren fiJr PrP"^ identifiziert 
30 (Hundt etal., 2001). 
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Der 37 kDa laminin receptor precursor (37 kDa LRP, p40, LBP) ist das Vorlaufeiprotein des 
67 kDa high affinity LaminiBrezeptors (67 kDa LR) (Rao et al., 1989; Yow et al., 1988). Die 
67 kDa Fonn wurde zimachst aus Tumorzellen isoliert (Lesot et al., 1983; Malinoff and 
Wicha, 1983; Rao et al., 1983), wo das Protein eine hohe AfBnitSt zu Laminin aufweist. 

5 

Der 37 kDa/67 kDa Lamimnrezeptor ist femer in Tumorgeweben uberexpriniiert (Lesot et al., 
1983; Malinoff and Wicha, 1983; Rao et al., 1983). 

Laminin ist ein Glj^oprotein der extrazellularen Matrix, wo es an der Anhaftung. Bewegung, 
10 Diffsraarleiuiig una Wachstum von Zellen beteiligt ist (Beck et al., 1990), Beide Formen des 
Lamininrezeptors existieren nebeneinander in Saugerzellen, was dutch inmrunologische 
Studien von Membranfraktionen gezeigt werden konnte (Gauczynski et al., 2001b). 

Die 37 kDa Form kommt auch im Zytosol vor, wo sie mit Ribosomen assoziiert ist imd 
15 Aufgaben bei der Proteintranslation iibemehmen kann (Auth and Brawennan, 1992; Sato et 
al., 1999), Es wurde auch die Existenz dieses Proteins im Kem diskutiert, wo sie bei der 
Aufrechterhaltung von Strukturen involviert seia soli (Kinoshita et al., 1998; Sato et al., 

1996) , 

20 Bei LRP/LR handelt es sich um ein multifunktionelles Protein, welches ausgehend von dem 
Genprodukt p40 zwei imterschiedliche Formen bilden kann, in verschiedenen 
Zellkompartimenten vorkommt und dort imterschiedliche Funktionen ausiibt. Die 
Aminos^uresequenz des 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptors ist hochkonsendert, n:iit einer 
hohen Homologie bei Saugem (Rao et al., 1989). Durch eine Evolutionsanalyse der 

25 Aminosauresequenz konnte gezeigt werden, dass die palindromische Sequenz LMWWML 
verantwortlich fOr die Fahigkeit ist, Laminin zu bmden. Diese Sequenz liegt im PrP- 
bindenden Bereich des 37 kDa LRP (Ardini et al,, 1998; Hundt et al., 2001; Rieger et al., 

1997) . 

30 Es scheint, dass das ribosomale Protein p40, das zunachst nicht die Fahigkeit besafi Laminin 
zu binden (Auth and Brawennan, 1992), im Laufe der Evolution durch Aminosaureaustausch 
und Einfuhrung von posttranslationalen Veranderungen zu einem lamininbindenden 
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Zelloberfiachenproteia evolvierte, welches auch Elastin (Hinek et al., 1988; Salas et al., 1992) 
und KohletLhydratketten (siehe beispielsweise Ardioi et al., 1998; Mecham, 1991; Rieger et 
al., 1999)bmdenkaim. 

5 Die Laminiiirezeptorfainilie ist in vielen exikaryotischen Zellen hochkonserviert (Keppel and 
Schaller, 1991; Wewer et al., 1986) und kann auch in Archaea gefunden weiden (Ouzonis et 
al., 1995). Der 37 kDa LRP fimgiert als Rezeptor fur das Venezuelanische Equine 
Enzephalitis Virus auf Moskitozellen (Ludwig et al., 1996), wShrend die 67 kDa Fonn 



10 



cffensichtlich als Rsseptor ftSr das Sindbis Viros dienen kann (Wang at al., 1992). 



Hinsichtlich d^ der Umwandlung d©r 37 kDa Form in das 67 kDa Protein zugrundeliegenden 
Prozesse ist bekannt, dass beide Proteine aus der 37 kDa Komponente bestehen, wobei 
mehrere VorschlSge gemacht wnrden, die groJJere Masse des reifen Proteins zu erklSren. 
Homodimerisierung des 37 kDa Proteins, wie auch die Bindung einer anderen Komponente 
15 wurden diskutiert (Castronovo et al., 1991; Landowski et al., 1995). Andere Studien jedoch 
schlagen ein durch Fettsauren stabilisiertes Heterodimer vor (Buto et al., 1998). Kurzlich 
wurde gezeigt, dass der 67 kDa Lamiiiinrezeptor auch auf aktivierten humanen T- 
Lymphozyten vorkonamt und dort zusammen mit Ihtegrinen eine starke AfiEinitat zu Laminin 
aufweist (Canfield and Khakoo, 1999). 

20 

Es ist jedoch festzuhalten, dass gegenwartig der 37 kDa/67 kDa Polymotphismus nicht 
abschliefiend geklart ist. 

Der 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor ist durch mehrere Gene im Genom von Saugem 
25 vertreten. Beim Menschen sind es 26, bei der Maus 6 Kopien (Fernandez et al., 1991; lackers 
et al, 1996b). Das Gen besteht aus sieben Exons und sechs Introns, wobei es sich bei den 
meisten Genkopien wahrscheinlich xim Pseudogene handelt (lackers et al., 1996a). Bei der 
Maus gibt es Hinweise, dass mindestens zwei der sechs Gene aktiv sind und sich auf 
Chromosom 9 befinden (Douville and Carbonetto, 1992; Fernandez et al., 1991). Mit Hilfe 
30 von TRIBE-MCL, ein Algorithmus zur Detektion von Proteinfamilien (Enright et al., 2002), 
wurden funf LRP-Gene bei der Verwendung des Programms zum Screening der aktuellen 
Maus Genom Sequenz Datenbank (www..ensembl.org) identifizierL Interessanterweise wurde 



wo 2005/035580 



PCT/EP2004/011268 



4 

kiirzlich gezeigt, dass sich auf Chromosom 9 moglicherweise Genloci befinden, welche die 
Inkubationszeit von Prionenerkrankungen bei Mausen beeinflussen (Stephenson et al, 2000). 

Das Gen, das fiir den 37 kDa LRP codiert, ist in vielen verschiedenen Spezies identifiziert 
5 worden, wie Saccharomyoes cerevisiae (Davis et al., 1992), Arabidopsis thaliana (Garcia- 
Hemandez et al., 1994), Drosophila melanogaster (Melnick et al., 1993), dam Seeigel 
Urechis caupo (Rosenthal and Wordeman, 1995), Chlorohydra veridissima (Keppel and 
Schalier, 1991), Candida albicans (Lopez-Ribot et aL, 1994) und dem Archaebakterium 
Haloarcula marismortui (Ouzonis et al., 1995) und den Saugem (siehe beispielsweise 
10 Gauczynski et al., 2001a; Leucht and Weiss, 2002; Rieger et al,, 1999). 

Aus der WO 98/53838 sowie aus einer spateren Publikation (Leucht et al., 2003) ist bekannt, 
dass der polyklonale LRP-Antik6rper W3 die PrP^^'-Vermehrung in kultivierten neuronalen 
Zellen verhindert. Dies zeigt, dass generell Antikoxper gegen 371dDa LRP/67 kDa LR die 
15 Prionenveimehrung zumindest in Zellkultur voUstandig unterdriicken konnen. 
Interessanterweise blieben die Zellen auch dann frei von PrP^^ (Leucht et al., 2003), wenn 
nach Weiterkultivierung fur weitere zwei Wochen kein LRP/LR-Antikoiper zugegeben 
wurde. Dies zeigt, dass generell LRP/LR-Antikorper in der Lage sind, Prion-infizieite 
Zellkulturen von einer Prioninfektion vollstandig zu heilen. 

20 

Weiterhin ist aus der EP-A-1 127 894 bekannt, dass LRP/LR-Antikorper diagnostisch zur 
Erkennung von Piionerkrankungen eingesetzt werden konnen, da der LRP/LR-Spiegel m 
Geweben von mit Scrapie infizierten Nagem erhoht ist. 

25 Polyklonale AntikOrper gegen LRP/LR, die in der WO 98/53838 und der EP-A-l 127 894 
beschrieben sind, besitzen jedoch den Nachteil, dass sie nur schwierig zu selektieren sind, 
sehr groB sind und eine hohe Lmnunogemtat zeigen. Diese Antikorper stehen im Gegensatz 
zu Single-cham-Antikorpem, welche in grossen Mengen in Exoli sj^thetisiert werden 
konnen, nur in begrenztem Umfang zur Verfiigung. 

30 
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Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es folglich, neue monoklonale Antikorper, welche 
spezifisch LRP/LR erkennen, bereitzustellen, die leicht zu selektieren sind, sich durch erne 
geringe GroBe auszeichnen und eine geringe Inmiunogenitat aufweisen. 

5 Gegenstand eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain- 
Antikorpennolekul, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie 
Homologe der Fragmente. 

10 Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain- 
AntikorpermolekQl, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die* 
Atninosauresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie 
Homologe der Fragmente. 

15 Ein Homolog des Antikoipermolekiils, das die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 
umfasst, ist liblicherweise zu mindestens 70%, vorzugsweise zu 80 oder 90% imd 
insbesondere zu 95% homolog zu dem die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 
umfassenden Antikorpermolekiil ilber eine Region von mindestens 60, 80 oder 100 oder mehr 
benachbarte Aminos^uren. 

20 

hn allgemeinen weist ein Fragment des erfindungsgemaflen Antikorpermolekuls, das die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 umfasst, oder ein Homolog hiervon eine 
Aminosaurelange von mindestens 30, 40, 50 oder 60 Aminosauren auf. 

25 Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindxmg ist erne cDNA, die filr das 
AntikSrpermolektil ntiit der Bezeichnung SI 8 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und 
das die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr.l umfasst, sowie eine Fragment-cDNA, die selektiv an 
die cDNA hybridisiert. 

30 Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindxmg ist eine cDNA, die fur das 
Antikorpermolekiil mit der Bezeichnung N3 codiert, welches gegen LRP/LR gerichtet ist und 
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das die Nukleotidsequenz SEQ JD Nr.3 mnfasst, sowie eine Fragment-cDNA, die selektiv an 
die cDNA hybridisiert. 

Eine cDNA mit der Fahigkeit zur selektiven Hybridisienmg an die cDNA, die die 
5 Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 oder 3 mnfasst, ist ubiicherweise zu mindestens 70%, 
vorzugsweise zu 80 oder 90% und insbesondere zu 95% homolog zu der die 
Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 oder 3 mnfassenden cDNA iiber eine Region von mindestens 
60, 80 oder IGO oder mehr bcnachbaiten Nukleoiiden. 

10 Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Brfindung ist ein RepUkations- oder 
Expressionvektor, der die erfindungsgemaJBe cDNA tragt. Die Vektoren k5nnen 
beispielsweise Plasmid-, Virus- oder Phagenvektoren sein, die einen Replikationsursprung 
und gegebenenfalls einen Promoter flSr die Expression der cDNA und gegebenenfalls einen 
Regulator des Promoters umfassen. Der Vektor kann ein oder mehrere selektierbare 

15 Markergene, beispielsweise das Ampicillinresistenzgen, enthalten. Der Vektor kann in vitro, 
beispielsweise zur Produktion von KNA entsprechend der cDNA oder zumTransfizieren einer 
Wirtszelle verwendet werden. Als Vektoren eignen sich beispielsweise virale Vektoren 
(Lentiviren, Adenoviren, Adeno-associated Viren (AAV)). 

20 Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung sind Wirtszellen, die mit den 
Vektoren fOr die Replikation und Expression der erfindungsgemSBen cDNA, ernschliefiUch 
der cDNA, die die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr, 1 oder 3 oder den offenen Leserahmen 
hiervon umfasst, transformiert sind. Die Zellen sind so gewShlt, dass sie mit d^ Vektor 
kompatibel sind. Beispiele hieriur sind Bakterien^ Hefe-, Insektenzellen oder S£ugerzellen» 

25 insbesondere E.coli-Zellen oder SS.ugerzelIen. 

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Herstellung eines AntikSrpennolekiils, das ein Kultivieren von Wirtszellen gemaB der 
vorliegenden Erfindung unter zur Expression eines erfindungsgemaBen AntikoipermolekUls 
30 wirksamen Bedingungen unafasst. 
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Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfmdung sind phaxmazeutische 
Zusammensetzungen, die ein erfibadungsgemaBes AntikorpennolekQl in Verbindung mit 
einem pharmazeutisch akzeptablen Verdunnungsmittel und/oder Trager umfassen. 

5 

In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsfoim eignet sich die oben genannte 
phaimazeutische Zusanmiensetzung zur Behandlung von Prionerkrankungen. 

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden . ErfinduDg sind diagnostische 
10 Zusammensetzungen, die ein erfindirngsgemSBes AntikSrpermolekQl in Verbindung mit 
einem akzeptablen Verdunnungsmittel und/oder Trager umfassen. 

Das oben beschriebene AntikorpemiolekQl umfasst auch solche, bei denen ein Teil ihrer 
Aminosauresequenz fehlt (d.h. ein Antikorpermolekiil, das lediglich die essentielle Sequenz 
15 zur Entfaltung der biologischen Aktivitat der in SEQ ID Nr. 2 oder 4 angegebenen 
Aminosauresequenz umfasst), solche, bei denen ein Teil ihrer Aminosauresequenz durch 
andere Aminosauren ersetzt ist (d.h. bei denen eine Aminosaure durch eine Aminosaure 
ahnlicher Eigenschaft ersetzt ist) und solche, bei denen andere Aminosauren an bzw. in einen 
Teil ihrer Aminosauresequenz addiert bzw. inseriert sind. 

20 

Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung eines single chain (EinzelkettenantikSrpers) scFv 
im Vergleich zum die voile Lange aufweisenden Antikorper, bestehend aus Fab- u. Fc-Teil. 
Der scFv besteht aus einem Teil der schweren Kette (Vh). und einem Teil der leichten Kette 
(Vl). Beide Telle stammen aus dem Fab Teil eines AntikSrpers, welche fur die 
25 Antigenerkennung zustSndig ist. Vh und Vl sind durch einen Linker (YOL) verbunden. 

Abb. 2 zeigt schematisch die naive scFv Bank, welche zum Screening der scFv Antikorper 
gerichtet gegen GST::LRP verwendet wurde. Die naive Bank enthalt etwa 2 x 10^ Klone und 
wurde durch die Kombination der kodierenden Regionen fur die schweren (Vh) und leichten 
30 Ketten (Vl) nach PGR Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere 
Blutlymphozyten) generiert. 
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Abb. 3 zeigt schematisch die synthetische scFv Bank bestehend aus selektierten Frameworks 
mit guten Faltungseigenschaften und hohen Expressionsraten mid enthaltend randomisierte 
Sequenzen in ihren CDR3 Regionen. Die Bank enthalt etwa 1x10^ BQone. 

5 Abb. 4 zeigt schematisch das Screening- Verfahren tiber Phage-Display. Bei diesem Verfahren 
werden die in Abb. 2 und Abb. 3 dargestellten naiven oder synthetischen scFv Banken 
eingesetzt. Das m der WO 98/53838 beschriebene Antigen GST::LRP wurde auf Polystyrol- 
l\ibes immobilisiert. Nur Phagen, welche scFv prasentieren, welche GST::LRP binden, 
werden selektiert. Un^ezifisch gebundene Phagen w^den weggewaschen. Es folgt eine 
10 Anaplifikation dieser Phagen, wobei diese tiber drei aufeinanderfolgende Selektionsrunden 
angereichert werden. 

Abb. 5 zeigt einen ELISA von periplasmatischen Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei 
Selektionsrunden aus der naiven scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten 
15 GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das Ergebnis ist in Abb. 7 tabellarisch dargestellt. K = 
nur Sekundarantikdrper. 

Abb. 6 zeigt einen ELISA von periplasmatischen Rohextrakten von Klonen erhalten nach drei 
Selektionsrunden aus der synthetischen scFv Bank. Die Extrakte wurden an rekombinanten 
20 GST::LRP Fusionsprotein getestet. Das Ergebnis ist" in Abb. 7 tabellarisch dargestellt. K = 
nur SekundSrantikorper. 

Abb. 7 stellt das Ergebnis der ELISAs aus Abb. 5 und 6 schematisch zusanmien. 32 aus 48 
Klonen (66%) im Falle der naiven Bank (Abb. 5) und 25 aus 47 Honen (53%) aus der 

25 synthetischen Bank zeigten positive Signale. Es wurde weiterhin eine Retestung von 13 
Klonen aus der naiven und 6 Klonen aus der synthetischen Bank auf GST ,(ohne 
Fusionspartner) durchgefiihrt. GST wurde nicht erkannt, was darauf schliessen lasst, dass die 
scFvs nur den LRP-Teil des Fusionsproteins erkennen, Eine Restriktionsanalyse der cDNAs 
der 13 Klone aus der naiven Bank mit BstNl zeigte, dass 10 Klone identisch waren (10/13). 

30 Ein weiterer Klon wurde zweimal identifiziert (2/13). Ein Klon (N37) ergab ein individuelles 
Restriktionsmuster. 
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Abb. 8 zeigt die Detektion von rekombinantem GST::LRP dutch individuelle Klone selektiert 
aus der synthetischen (S) und naiven (N) scFv Bank. Ausgewahlte Klone, welche iiber ELISA 
identifiziert wurden (Abb.5 u.6) wurden im Western Blot getestet. In jeder Spur wurde eine 
Mischung von rec. GST und GST::LRP exprimiert im Baculovirussystem auf einem 12%igen 
5 SDS-PA-Gel aufgetrennt. Die Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran geblottet. 
Die einzelnen Spuren des Blots wurden ausgeschnitten und die dnzelnen Streifen mit 
periplasniatischen Extrakten der selektierten individuellen scFvs aus der naiven und 
synthetischen Bank oder respektiven Kontroiien inkubierL Das polyklonale anti-LRP 
Antiserum W3 bekannt aus WO 98/53838 wurde mit einem polyklonalen Ziege anti-Rabbit 

10 (Hase) HRP-Konjugat (Dianova) detekti^. Die scFvs wurden nciit einem monoklonalem 
Maus-anti-penta-Histidin AntikSrper (Qiagen) gefolgt von einem Ziege Anti-Maus HRP- 
Konjugat (Dianova) detektiert. Anti-rabbit-HRP: nur Ziege-anti-Hase Konjugat Anti-His: 
monoklonalerMaus anti Histidine Antikorper mit einem weiteren Ziege Anti Maus HRP 
Konjugat. Anti-Maus-HRP: nur Ziege anti-Maus-HRP Konjugat. MluC5: monoklonaler anti- 

1 5 LRP Antikorper, welcher in der Western Blot Analyse nicht funktioniert. 

Die scFvs N3, sowie SIS und S23 lieferten starke Signale. Keiner der scFv Antikorper 
erkannte rec. GST, was zeigt, dass alle scFvs den LRP Teil erkennen, 

Abb.9 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der OberQache und intrazelluiar von N2a Zellen. 
20 Oberfiache: Die Zellen wurden inkubiert mit 100 ng/ml anti-LRP Antiserum W3 (WO 
98/53838), dann mit dem FTTC-konjugierten Ziege-anti-Hase IgG. 

scFv anti-LR/LRP N3 und 818 wurden mit jeweils 18 jig/ml eingesetzt und detektiert mit 
monoklonalem anti-His-Antikorper (l:20;Dia900) gefolgt von FITC-konjugiertem Ziege-anti- 
Maus IgG. 

25 Intrazelluiar: Die Zellen wurden fixiert mit 3% Paraforaialdehyd, und inkubiert mit 50 mM 
NH4CI/2O mM Glycin vor der Anfarbung mit den oben beschriebenen Antikorpem mit 
folgender Veranderung: alle Wasch- und Inkubationsschritte wurden bei Raumtemperatur in 
einem 0.1 % Saponin haltigen Puffer ausgefiihrt. Die scFv-Antik6rper wurden jeweils zu 
Konzentrationen 9 jig/ml eingesetzt. 

30 

Abb. 10 zeigt den Nachweis von LRP/LR auf der Oberflache und intrazelluiar von Jurkat 
Zellen (humane, periphere Blutleukamie-T-Zellen). Die verwCTideteten Antikdiper, SekundMr 
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und Tertiarantikoiper entsprechen den in der Legende von Abb. 9 beschriebenen. Die 
verwendete Methode entspricht der in Abb. 9 beschriebenen ausser, dass Jurkat-Zellen 
verwendet wurden. 

5 Abb. 11 zeigt den Nachweis von rekombinantan LRP::FLAG bzw. endogenem LRP/LR in 
Baby-Hamster Kidney Zellen (BHK) transfiziert mit SFVl-huLRP-FLAG bzw. SFVl-mo- 
LRP::FLAG. BHK-Zellen wurden auf dem Fachmann auf dem Fachgebiet bekannte Weise 
entweder nicht (n=tO oder mit den rck. Sexuiad-Forest-Virus (SFV) KNAs SFVl-huURP- 
FLAG bzw. SFVl-moLRP::FLAG transfiziert Die Methode der Herstellung rec. SFV RNA, 

10 der Transfektion sowie der Analyse durch Western Blotting oder Immunofluoreszenz 
(Abb.l2) Oder FACS (AbbJ3) wurden. bereits beschrieben (Gauczynski et al., 2002; 
Gauczynski et al., 2001b). 24 h post Transfektion wurdai Gesamtzellextrakte durch Western 
Blotting analysiert. Die Gesamtzellextrakte wurden auf einem 12 % igen PA-Gel aufgetrennt, 
danach die Proteine auf PVDF-Membran geblottet. Als Primarantikorper wurden die scFvs 

15 S18 (C) und N3 (A) (Verdiinnung jeweils 1:1000) eingesetzt, als Sekundarantikorper Maus- 
anti-c-myc (1:1000) als Tertiarantikorper anti-Maus-HRP (horse raddish-peroxidase) 
gekoppelt. Als Kontrolle wurde der anti-LRP Antik6rper mLRP43512 (A), sowie eine anti- 
mouse-IgG-HRP gekoppelter Sekundarantikorper verwendet. Als LadungskontroUe wurde der 
fi-Actin Spiegel bestimmt. Dazu wurde ein anti-fi-actin Antikorper (Chemicon) eingesetzt. 

20 Nachweis erfolgte durch Oiemilunainescenz (Western Lightning, NEN). Die svFvSlS und N3 
erkennen spezifisch das rec. LRP::FLAG. S18 und N3 erkennen endogenes URP (B,C). N3 
erkennt endogenen LR (67 kDa) (B). 

Abb. 12. Immunofluoreszenz-Analyse von LRP/LR in BHK Zellen transfiziert mit 
25 rekombinater SFV KNA. BHK-Zellen wurden wie in Abb. 11 beschrieben nicht-transfiziert 

Oder mit den rec. SFV RNAs SFV-l-muLRP-FLAG und SFV-l-huLRP-FLAG transfiziert. 

Die scFv Antikorper S18 und N3 sowie der aus der WO 98/53838 bekannte W3 Antikorper 

wurden jeweils 1: 100 eingesetzt. Fiir SI 8 und N3 wurde ein Anti-c-myc-FITC gekoppelter 

Sekundarantikorper jeweils 1:500 eingesetzt. Fiir W3 wurde ein anti-rabbit-Cy2 gekoppelter 
30 Antikorper (1:500) eingesetzt. Als Kontrolle wurde nur der Sekundarantikorper anti-c-myc- 

FITC (1:500) eingesetzt. Der Nucleus wurde mit DAPI gefarbt Diese Farbung ist in der Abb. 

nicht zu sehen. Zellen wurden imt 4% Paraformaldehyd fixiert. Die Zellen wurden nicht 



wo 2005/035580 



PCT/EP2004/011268 



permeabilisiert, was Zelloberflachen-Farbung garantiert Die Abb. zeigt, dass die scFv SI 8 
und N3 LRP::FLAG an der Oberflache der transfizierten Zeilen detektieren. Beide scFv SI 8 
und N3 sind auch in der Lage endogenes LRP zu detektieren (2. xi. 3. Linkes Bild von oben). 

5 Abb. 13 zeigt ein FACS-Analyse von BHK-Zellen, welche nicht transfiziert oder mit den 
rekombinanten SFV-RNAs SFV-l-huLRP-FLAG bzw. SFV-l-muLRP-FLAG transfiziert 
wurden. ScFVSlS und N3 wurden in der Konz. 18 p-g/ml, der W3 Antikorper und der Anti- 
GalecLiii-3 Antikorper mit 100 iig/wl eingesetzt. SekundarantikSiper: anti-c-myc-FlTC 
gekoppelt filr SIS und N3, anti-rabbit-C>^ fiir W3 und anti-Maus-Cy2 gekoppelt fiir anti-gal3 
10 Antikorper (Verdiinnung der Sekundarantikoiper 1 :500). Zeilen wurden nicht permeabilisiert, 
was Zelloberflachenfarbung garantiert. Die Abbildung zeigt, dass scFv SI 8 und N3 
LRP: :FLAG auf der Zelloberflache lebender Zeilen nachweisen konnen. 

Abb. 14 zeigt den Nachweis eines erhohten LR Spiegels in der Leukozytenfraktion des Blutes 
15 von Rindem, welche an BSE erkrankt sind im Western Blot durch den ScFv SI 8. Die 
Blutproben (500 fil) von an BSE erkrankten Rindem sowie gesunden Rindem wurden 1: 1 mit 
1 X SSC gemischt, Zentrifugation bei 4000 ipm/10 min. Abnahme des Cfberstands, Pellet in 1 
X SSC resuspendieren, emeut zentrifiigieren und Uberstand abnehmen. Pellet so lange 
waschen bis Pellet weiB ist. Das weiBe Leukozytenpellet wird in 100 jil TBS resu^endiert. 
20 Die Leukozyten werden auf einem 12.5 %igen PA-Gel analysiert. Als Kontrolle wird 
GST::LRP aus dem Baculovirusexpressionssystem aufgetragen. Die Proteine werden auf 
PVDF-Membran geblottet und mit dem scFv AntikSrper S18 (1:1000; etwa 2 fig/ml) sowie 
als Kontrolle zur Detektion des B-Actin-Spiegels mit einem anti-B-Actin-Antikorper 
(Chemicon) abgegriflfen. Fiir scFv S18: Sekundarantikoiper, anti-c-myc (1:1000), 
25 Tertiarantikerper Ziege-anti-Maus-IgG-HRP gekoppelt (1:5000). GST::LRP wurde fiber den 
W3 Antikorper, Sek. Antikorper anti-rabbit-IgG-HRP gekoppelt. Die Abbildung zeigt einen 
erhohten LR-Spiegel in der Leukozytenfraktion von an BSE leidenden Rindem. 

Abb. 15 zeigt den Nachweis eines' erhohten LR-Spiegels in der Cerebrosinalfliissigkeit (CSF; 
30 Liquor) von an BSE erkrankten Tieren im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren, Es wurden 
gleiche Proteinmengen aufgetragen. Als Positivkontrolle wurde GST::LRP (rec. aus 
Baculovirussystem) aufgetragm. Gesamtliquor wurde auf einem 12.5 %igem PA-Gel 
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aufgetrennt und auf PVDF Membran geblottet. ScFv S18 undN3 jeweils 1:1000 verdtlnnt (je 
ca. 2 ^ig/ml), Sekundarantikorper Maus-anti-c-myc (1:1000), Teitiarantikorper Ziege-anti- 
Maus-IgG-HRP gekoppelt, Nachweis iiber Chemilununeszenz. Die Abbildung zeigt einen 
erhohten LR-Spiegel detektiert durch scFv SI 8 und N3 in der CSF von an BSE erkrankten 
5 Rindem. 

Abb.l6 zeigt schematisch, dass scFv S18 und N3 die Bindung und Intemalisierung von 
exogenenx getaggtcn PrP^ verbindem konnen. Die Abb. zeigt einen mQglichen 
"Wirkmechanismus der svFv SI 8 und N3, nMrnlich der Blockierung der Aufiiahme der 
1 0 zellularen Form des Prionproteins. 

Abb. 17 zeigt schematisch, dass zu mit Scrapie infizierten Zellen gegebene scFv Antikorp^ 
S18 und N3 die Zellen von einer Scrapie-Infektion heilen kOnnen (Therapeutischer 
"Wirkmechanismus). 

15 

Abb. 18 zeigt schematisch eine prophylaktische Wirkungsweise der scFv S18 und N3. 
Warden beide Antikorper zu nicht-infizierten Zellen gegeben, verhindem sie, dass die Zellen 
mit Scrapie infiziert werden koimen (Prophylaktischer Wirlonechanismus). 

20 Abb. 19 zeigt schematisch die therapeutische in vivo-Anweadung der scFv AntikSrper S18 
und N3 im Tier (Passiver Antibody Transfer). (A) Die Antik5rper werden zunachst in gesunde 
Tiere vorzugsweise MSuse oder Hamster injiziert voizugsweise intraperitoneal, urn mogliche 
spezifische und nichtspezifische (Ah. EntzQndungsantwort) Nebenefifekte der AntikSrper zu 
detektieren. (B) Die scFv AntikSiper SI 8 und N3 werden dann zu verschiedenen Zeitpunkten 

25 nach einer PrPSc Inokulation - vorzugsweise ein Tag nach der PrP^^'-Inokulation mit der 
intraperitonealen A^Jlikation begonnen. Weiterhm werden die Antikorper nach folgendem 
Protokoll wiederholt appliziert: Eine initiale Dosis von jeweils 200 ^g der S 18 und N3 
AntikSrper wird intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Mause ein Tag nach 
intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PB1. 

30 Es folgen i.p. Injektionen zweimal pro Woche mit 100 jig der scFv S18/N3 fur weitere 
vorzugsweise acht Wochen. Ein Teil der Tiere wird 90 Tage p.i. getQtet und auf PrP^*' 
Anwesenheit biochemisch untersucht Ein anderer Teil der Tiere wird entweder zum 
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terminalen Stadium einer TSE-Erkrankung untersucht oder falls keine Symptome auftraten 
am Ende der Lebenszeit. 

Abb. 20 zeigt den Gentherapie- und Zelltherapie-Ansatz zur Behandiimg von 
5 Prionerkrankungen mit Hilfe der scFv Antikoiper S18 und N3. Der Gentibierapeutische Ansatz 
verwendet virale Vektoren vorzugsweise AAV, um Gene, welche fUr S18 und N3 kodieren, in 
Tiere oder Menschen zu transferieren. Der zelltherapeutsiche Ansatz erfolgt durch 
Transplantation von CTkapsulierten Zellen, weiche die scFv Antikoiper S18 und N3 
sezemieren. Beide Ansatze werden in den nachfolgenden Abbildungen nSher erlautert. 

10 

Abb.21 zeigt die Anwendung rekombinanter AAV Viren, welche scFv S18/N3 exprimieren 
konnen, an mit Scrapie inJBzierten Zellen, Die Mektion von mit Scrapie infizierten 
neuronalen Zellen mit rekombinanten S18/N3 exprimierenden AAV Viren sollen diese Zellen 
von Scrapie heilen. 

15 

Abb.22 zeigt den gentherapeutischen Ansatz mit rekombinanten AAV Viren, welche S18/N3 
exprimieren, in vivo in Saugetieren (einschliesslich dem Menschen) vorzugsweise MSusen. 
(A) Nach Injektion der rekombinanten AAV Viren direkt ins Gehim von gesunden Tieren, 
wird die Expression der scFV Antikoiper S18 und N3 durch Western Blot Analyse der 
20 Gehrinfraktionen tiberpriifl. (B) MSuse werden vor, wShrend oder nach einer PrP^ 
Lnokulation mit rekombinanten S18/N3 exprimierenden AAV Viren iojiziert Bine 
VerzSgerung des Ausbrachs einer TSE-Erkrankung der Mause wird d\u:ch psychomotorische 
Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehims festgestellt. 

25 Abb.23 zeigt die Klonierung xmd Expression/Sekretion von scFv AntikSiper S18 und N3 von 
neuronalen Zellen und schematisch von Muskelzellen. (A) Die cDNA, welche fur S 1 8 und N3 
kodiert wird uber die Restriktionsstellen HincHIUNotl in den Sekretionsvektor pSecTag2B 
kloniert, (B) Neuronale Zellen werden mit rec. pSecTag2B, welcher SI 8 und N3 kodiert, 
transfiziert. (C) Transfizierte Zellen zeigen 24 Stunden post transfektion (p.t.) die Expression 

30 und Sekretion von S18 und N3 durch Western Blotting (1. Antikorper: anti-c-myc; 2. 
Antikorper: anti-Maus-IgG-HRP konjugiert. Detektion fiber Chemilumineszenz). Die 
Abbildung zeigt, dass die scFv SI 8 und N3 von N2a Zellen sezemiert werden konnen. 
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Abb. 24 zeigt die Anwendung S18/N3 sezemierender ScN2a Zellen. Nach Transfektion 
Scrapie propagierender Zellen soUen diese von PrP^^ geheilt werden. 

5 Abb. 25 zeigt schematisch die Zelltherapie durch scFv S18/N3 sezemierende Zellen 
vorzugsweise Muskelzellen od^ neuronale Zellen, BHK Zellen oder NIH3T3 Zellen, welche 
enkapsuliert sind und in das Gehim von Saugeti^en einschliesslich dem Menschen 
transplautiert werden. Durch die Sekretion der scFv S18/N3 soil die Prion-Propagation im 
Gehim des Qrganismus gestoppt werden. 

10 

Abb. 26 zeigt die Epitop-kartierung der scFv S18/N3 AntikSrper. 

Abb. 27 zeigt eine schematische Darstellung der Epitop-kartierung der scFv S18/N3 
Antikorper. 

15 

Verzeichnis der Abkurzungra: 

Ab = Antikorper 
20 AAV - Adeno-Associated- Virus 

BHK = Baby Hamster Kidney Zellen 
BSE = bovine spongiforme Enzephalopathie 
BSE4- = Rind, welches an BSE erkrankt ist 
25 BSE- = Rind, welches gesund ist 

CDRl/2/3 = complementary determining region 1/2/3 

(s/f7nv) CJD = (sporadic/familial/new variant) Creutzfeldt- Jakob-Disease 

c-myc = Epitop aus dem korrespondierenden Oncogen 
30 CMV = Cj^omegalovirus 

CWD = Chronic wasting disease 
cy2 = 4'-6-diamidine-2-phenylindole 
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dsRed = Red Fluorescence protein 
eGFP = enhanced Green Fluorescence Protein 
ELIS A = Enzyra Linked Immunoabsorbant Assay 
Fab = Antigenbindestelle eines Antikorpers 
5 Fc = konstante Region eines Antikorpers 
FFI = fatal familial insomnia 
FITC = fluoresceia isothiocyanat 

FT ' ACt == Polypeptid bc-stchend. aus den acbt AminosSnrsn DYKDDDDK. 
GSS = Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom 
10 GST = Glutathion-S-Transferase 

GST::LKP = Fusion aus GST (N-ternunal) mit UUP (C-temiinal) 
IgK = K-Kette der Immimglobulin 
i.p. = intraperitoneal 

Jurkat-Zellen = humane, periphere Blutleukamie-T-Zellen 
15 N 1 -47 = scFv Antikorper selektiert aus der naiven scFv Bank 
His = Histidin 

HRP = Horse Raddish Peroxidase 

Liiaker = AminosSuresequenz, welche zwei Proteindomanen verbindet 
LR = 67 kDa Form des Laniininrezeptors (high affinity Lamininrezeptor) 
20 IRP = Lamininrezeptor Precursor 

Mr(K) = Molekulargewichtsstandard in kDa 
pin = PhagenhilUprotein 

polyHis: Polypeptid bestehend aus sechs Histidin-Resten 

PrP^ = zellulare Form des Prionproteins 
25 PrP = Scrapie-Form des Prionproteins 

SI -47 = scFv Antikorper selektiert aus der synthetischen scFv Bank 

(Sc)GTl = (scrapie infizierte) hypothalamic neuronal cells 

(Sc)N2a = (scarpie infizierte) Neuroblastomzellen 

W3 = Antikorper W3 gerichtet gegen LRP/LR, polyklonal 
30 scFv = single chain Antikorper der variablen Region bestehend aus Vl und Vh verbunden 

durch einen Linker 

scFv N3 = single chain AntikOrper N3 selektiert aus der naiven scFy Bank 
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scFv S18 = single chain Antikorper SI 8 selektiert aus der synthetischen scFy Bank 
SFV = Semliki-Forest-Virus 
TSE = transmissible spongiforme Enzephalopathie 
Vl = Leichte Kette der variablen Region eines Antikorpers 
5 Vh = schwere Kette der variablen Region eines Antikorpers 

Gegenstand eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain- 
AntikorpennolekSl, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr.2 lunfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie, 
1 0 Homologe der Fragmente. 

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist ein Single-chain- 
Antikorpermolekul, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist und das die 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hiervon sowie 
1 5 Homologe der Fragmente. 

Ein Homolog des Antikorpemiolekuls, das die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 
umfasst, ist ublicherweise zu mdndestens 70%, vorzugsweise zu 80 oder 90% und 
insbesondere zu 95% homolog zu dem die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 
20 umfassenden Antikorpermolekiil tiber eine Region vori mindestens 60, 80 r>der 100 oder mehr 
benachbarte Aminosauren. 

Im allgemeinen weist ein Fragment des erfindungsgeuniaBen AntikdrpeimolekOls, das sie 
Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 2 oder 4 umfasst, oder ein Homolog hiervon eine 
25 Sequenzlange von mindestens 30, 40, 50 oder 60 Aminosauren auf. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem erfindimgsgemaBen 
Antikorpermolekiil um ein solches mit der Bezeichnung S18, das die Aminosauresequenz 
SEQ ID Nr. 2 aufweist. 

30 
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In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem erfindungsgemaUen 
Antikdrpeimolekul um ein solches mit der Bezeichnimg N3, das die Aminosauiesequoiz SEQ 
ID Nr. 4 aufweist. 

t 

5 Die erfindungsgemaBen Single-chain-Antikoiper (scFv) bestehen aus einer Fusion der 
variablen schweren Ketten (Vh) nnd der variablen leichten Ketten (Vl) eines 
Antik5rpermolekuls. Beide Ketten sind fiber einen Peptidlinker (YOL) verbunden ScFvs, 
welche aus den scFv-Bibliotheken stamxnen, tragsn ein C-tcrminales Ilistidin-Tag, welches 
sowohl zm Detektion des scFv als auch zu dessen Reinigung uber IMAC verwendet werden 

10 kann (Abb. 1 u. Abb. 2). 

Antikoiper gegen LRP/LR dienen auch als ntltzliche Werkzeuge zur Diagnostik von 
Krebserkrankungen und konnen auch als Therapeutika in Krebserkrankungen eingesetzt 
werden. Die in der vorliegenden Anmeldung beschriebenen Single-chain-Antikorper, 
15 vorzugsweise die Antikorpermolekiile mit der Bezeichnung SI 8 und N3, konnen auch zur 
Diagaostik und Therapie von Krebserkrankungen eingesetzt werden. 



20 



Abb. 10 zeigt die Zelloberflachenerkennung und. intrazellulare Erkennung von LRP/LR auf 
25 Jurkat-Zellen (humane, periphere BlutleukSnMe-T-Zellen) durch die Single-chain-Antikorper 
S18 und N3. Das Beispiel zeigt, dass die erfindungsgemaB bevorzugten AntikGrpermolekiile 
S18 u. TS3 zur Diagnose von Leukamie geeignet sein konnen. S18 und N3 konnen sich aus 
diesem Befund auch fiir die Diagnose anderer Krebserkrankungen eignen. 

30 Seiche -Antikorper sind sowohl fur die Diagnose wie auch zur Therapie von iibertragbaren 
spongifoimen Encephalopathien (transmissible spongiform encephalopathies, TSE) auBerst 
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geeignet Deshalb eignen sich auch die hier zum erstemnal beschriebenen Single-chain- 
Antikdrper zux Diagnostik von Prionerkrankungen. 

Die erfindungsgemaU bevorzugten AntikOrpermolekule mit der Bezeichnxmg SI 8 bzw. N3 
5 wuxden ans komplexen synthetischen und naiven Antikorperbaaken rait Hilfe der Phagen- 
Display-Technologie unter Verwendung des in der W098/53838 beschriebenen GST::LRP 
Fusionsproteins als Selektionsantigen gewonnen. 

Die zur Selektion der scFv-Antik5rper verwendeten kon:5)lexen scFv-Banken enthielten 
10 zusammen etwa 3x10^ individuelle Klone (die naive Bank enthielt etwa 2 x 10^ Klone, die 
synthetische Bank etwa 1x10^ Klone). Die n^ve IgM Bank wurde dnrch die Kombination 
der kodierenden Regionen fur die variablen schweren und leichten Ketten nach PGR 
Amplifikation der respektiv^ cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozyten) 
generiert. Zur Herstellung der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks 
15 ausgewahlt, welche sich durch gute Faltungs- und Expressionseigenschaften auszeichnen. Die 
CDR3-Sequenzen der Vn-Kette wurden randomisiert. 

Die Affinitatsselektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus-System 
exprimierten GST::LRP Fusionsproteiti durchgefiihrt. Die Herstellxmg des GST::LRP 
20 Fusionsproteins ist in der WO 98/53838'*beschrieben. 

V 

Abb. 2 fasst schematisch die Generienmg der 2 x 10^ verschiedenen Klone fiir die naive Bank 
zusaxnmen. Abb. 3 fasst die Generienmg der synthetischen scFv AntikOiperbank zusammen, 
welche eine Komplexitat von 1x10^ Klone aufweist. 

25 

Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antikoipem zur speziiBschen Bindung an 
GST::LRP zusammen. 

Nach der dritten Selektionsrunde, wurden rohe periplasmatische Extrakte von 48 
30 individuellen Klonen von jeweils jeder Bank im ELISA beztlglich der Erkeimung des 
rekombinanten Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5 und 6). 66% der individuellen 
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BGone im Falle der naiven Bank xmd 53% im Falle der syathetischen Bank zeigten ein 
positives Signal im ELISA (Abb. 7). 

Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikorper nicht GST 
5 erkannten, obwohl als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (AbbJ). 

Bine Restriktionsanalyse der fiir die scFv kodierenden DNAs mit Bsf!>n. identifizierte einen 
Klon aus der naiven Bank als hoch angereichert (Abb.7). Die CDR3 Sequenzen d^ Klone, 
welche von der s>iitiietisciiea Bank angereichert wurden, ergaben zwei verschiedene 
Konsensiis-Sequenzen. Alle Klone wurden in einer Westem-Blot-Analyse bezuglich der 
10 Brkennung des rekombinanten GST::LRP Fusionsproteins getestet (Abb.8). Als KontroUe 
wurde GST in jeder Spur zugesetzt, was zeigte, dass keiner der Klone GST erkannte (Abb.8). 

Zwei Klone mit der Bezeichnung N3 (aus der naiven Bank) und S18 (aus der synthetischen 
Bank) wurden aufgrund der starksten Anreicherung zur weiteren Affinitatsreinigung an einer 
1 5 Cu^'^-Chelat-Saule ausgewShlt . 

Der Single-chain-Antikorper mit der Bezeichnimg SI 8 wird auf cDNA Ebene von der DNA- 
Sequenz SEQ ID Nr. 1 kodiert. 

20 Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, 
Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10,2003 
hinterlegt. Nach Transformation in E.coti XLl-Blue ist die Produktion des scFv Antikdrpers 
SlSmeglich. 

25 Der Single-chain-Antikorper mit der Bezeichnung SI 8 zeigt auf Proteinebene die Sequenz 
SEQ ID Nr. 2. 

Der Single-chain-Antikorper mit der Bezeichnung N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA- 
Sequenz SEQ ID Nr. 3 kodiert. 

30 

Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, 
Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003 
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hinterlegt. Nach Transformation in Exoli XLl-Blue ist die Produktion des scFv Antikoipers 
N3 moglich. 



Der Antikorper mit d©r Bezeichnung N3 zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ JD Nr. 4. 

5 

In einer weiteren Ausfuhrungsform gemflB der vorliegenden Erfindung sind die 
erfindungsgemgBen AntikorpennolekOle an einer oder mehreren Positionen weiter 
modifiziert, um die Stabilitat zu erhOhen uiid/oder um ihre bicchemischcn unu/oder 
biophysikalischen Eigenschaften zu vei^dem. 

10 

Die beiden Single-chain-Antikorper S18 und N3 wurden in verschiedenen biochemischen und 
zellbiologischen Systemaa beziiglich spezijBscher LRP/LR Erkennung getestet. 

Murine ]N[euroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning 
15 (FACS) mit Hilfe der LRP/LR spezifischen Antikorper W3 (pol3Monal) aus der WO 
98/53838 und der scFv Antikorper S18 und N3 auf Zelloberflachenexpression von LRP/LR 
getestet. jN2a Zellen stellen das ideale Zellsystem fiir die Propagation von Prionen dar. Abb. 9 
zeigt dea Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antikorper SI 8 und N3 auf der Oberfiache 
von N2a Zellen. Dies zeigt, dass beide Single-chain-AntikSrper 818 und N3 LRP/LR auf der 
20 Oberfiache von N2a Zellen spezifisch erkennen. 

Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR ist auf Tumorgewebe stark ejq)riiniert. Beispielsweise auf der 
Oberflache metastasierenden TumorzeUen (Coggin et al., 1999; Rohrer et al., 2001). Abb. 10 
zeigt dea Nachweis des 37 kDa/67 kDa LRP/LR in und auf der Oberfiache von Jurkat-Zellen 
25 mit Hilfe der scFv Antikorper SI 8 und N3. Jurkat Zellen. stellen humane, periphere 
Blutleukamie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-Chain- 
Antikorper in der Lage sind, LRP/LR auf TumorzeUen zu erkennen und zeigt, dass die 
bevorzugten erfindungsgemaBen Antikorper xmt der Bezeichnung SI 8 und N3 fiir die 
Diagnostik von Krebs geeignet sind. 

30 

Die hier beschriebenen scFv-Antikorper mit der Bezeichnung S18 und N3 sind in der Lage, 
rekombinanten humanen und murinen 37 kDa/67 kDa LRP/LR in der Fusion nut einem am 
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Carboxyterminus von LRP angehangten FLAG-Tag in mit rerekombinanter Semliki-Forest- 
Virus-RNA transfizierten Baby Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-Nierenzellen) durch 
Western Blotting, Immunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu 
erkennen. Dem Fachmann auf dem einschlagigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt. 

5 Abb. 1 1 zeigt die Erkennung des niurinen und hmnanen 37 kDa LRP::FLAGs sowie der 67 
kDa Form durch den scFv N3 und die Erkennung der 37 kDa LRP::FLAG Form durch den 
scFv S18 in BHK Zellen dutch Western Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflachenfarbung 
h^^n^ner und muriiier LR?/LR exprimierender BHK-Zellen rmt Hilfe der scFv Antikorper 
S18 und N3. Der in der WO 98/53838 beschriebene polyklonale AntikSrper W3 ist dazu 

10 ebenfalls in der Lage. Beide scFvs SI 8 und N3 erkennen ebenfalls beide murine und hunoane 
LRP/LR MolekOle an der Oberflache von transfizierten BHK-Zellen in der FACS-Analyse 
(Abb. 13). Die gezeigten Beispiele demonstrieren, dass scFv S18 und N3 LRP/LR Moleklile 
hochspezifisch erkennen. Die Tatsache, dass verschiedene LRP/LR Spezies von N3 und SI 8 
erkannt werden, ist axif die extrem starke Konservierung des Proteins wahrend der Evolution 

15 zuruckzuftihren (Ardini et al., 1998). 

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Brfindung sind diagnostische 
Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemafies Antikorpermolekul in Verbindung mit 
einem akzeptablen VerdtSnnungsmittel und/oder TrSger umfassen. 

20 

Die erfindungsgemaB bevorzugten scFv-Antikorper mit der Bezeichnung SI 8 und N3 konnen 
als diagnostische Werkzeuge zur Erkennung von ubertragbaren spongiformen 
Enzephalopathien eingesetzt werden. Die AntikSrpemiolekifle mit der Bezeichnung 818 
erkennen in der Leukozyten-Fraktion des Blutes und die AntikSrpermolektile mit der 
25 Bezeichnung S18 und N3 erkeimen in der Cerebrospinalfltissigkeit („Liquor") von an BSE 
erkrankten Rindem einen erhohten Spiegel der 67 kDa Form des Lamininrezeptors (Abb. 14 
und 15). Beide scFv- Antikorper dienen als Werkzeuge fur einen sog. Surrogatmarker-Test fur 
die Erkeimung von BSE. 

30 Jm Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschiiebenen LRP/LR Antikorper W3 sind die 
erfindungsgentiaB bevorzugt verwendeten Single-chain-Antikorper S18 und N3 spezifischer 
fiir LR imd zeichnen sich aufgrund ihres monoklonalen Ursprungs durch eine hohere 
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Spezifitat aus. Weiterhin konnen beide scFv in xmbegrenzter Menge in E.coli hergestellt 
werden, wahrend der polyklonale Antikoiper W3 nur in begrenzter Menge zxir Verfiigung 
steht. 

5 In ahnlicher Weise kfimien die erfindungsgemaB bevorzugt' verwendeten Antikoipermolekule 
mit der Bezeichnung SI 8 und N3 auch zur Diagnose von anderen TSEs als BSE, wie Scr^ie 
beim Schaf, Chronic Wasting Disease (CWD) bei Cerviden, nvCJD, sCJD, fCJD, Kuru, 
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) Syndrom und Fataler Fanailiarsr Lisoinnia (JJTJTj beiin 
Menschen verwendet werden. 

10 

Gegenstand eines weiteren Aspekts der vorliegenden Erfrndung sind pharmazeutische 
Zusammensetzungen, die ein erfindungsgemaBes AntikoipermolekOl in Verbindung mit 
einem pharmazeutiscli akzeptablen VerdiinnungsnGittel und/oder Tr^ger umfassen. 

15 Die erfindxingsgemaBen pharmazeutischen Zusanimensetzung eignen sich zur Therapie von 
tibertragbaren spongifonnen Enzephalopathien (TSEs). Unter TSEs werden alle bekannten 
Formen der TSEs verstanden. Der Vorteil der erfindnngsgemaBen Antikorpermolekiile im 
Vergleich zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3 Antikorper bzw. 
anderen monoklonalra murinen Antikorpem gleicher Spezifitat, liegt im humanen Ursprung 

20 der erfindungsgemiaBen AntikoipOTnolekflle und der damit verbundenen niedrigen 
Immunogenitat. ScFv ohne Fc-Teil und hximanen Ursprungs sind in anbetracht der Therapie 
von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind, von groBem Vorteil wegen der potentiell 
geringeren Immunogenitat. 

25 Die erfindungsgemaBen AntikSrpermolekQle kSimen zur Verhinderung der Bindung und 
Ihtemalisierung von Prion-Proteinen an seinen 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor eingesetzt 
werden (siehe Abb. 16). 

Femer konnen die erfindungsgemaBen Antikorpermolekiile zur Behandlung von mit Scrapie 
30 infizierten Zellen, wie ScGTl, ScN2a imd anderen mit Scrapie infizierbaren Himzellen 
eigesetzt werden (Abb. 17). Weiterhin konnen die erfindungsgemaBen AritikorpCTtnolekQle 
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auch zur Pravention eingesetzt werden (Abb. 18). In dieser Ausfiihrungsform soUen sie den 
Ausbruch einer Prionerkrankimg in Zellkultur verhindem. 

In einer weiteren Ausfiihrungsfonn konnen die erfindungsgemafien Antikorpennolekule in 
5 vivo im Tier eingesetzt werden, um Tiere wie Nager (Hamster Mause) von einer Prion- 
Infektion bzw, einer ilbertragbaren spongifoimen Enzephalopathie zu heilen. Zunachst wie in 
Abb, 19 ausgefiihrt, werden mogliche Nebeneffekte der erfindungsgemafien 
AntikfttpennoIeklUe evalidert, indsm die erj5nduQgsgcraaj3en Antikorpermolekttle in gesunde 
MSuse Oder Hamster injiziert werden. Die Injektion erfolgt subkutan oder direkt ins Gehim. 

10 Dem Fachmami sind die verschiedenen Injektionsm6glichkeiten von Antikdxpem in Sanger 
gelaufig. Nebeneffekte (Nebenwirkungen) der AntikSiper werden nach bestimmten 
Zeitpimkten post-injektionell bis zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt. In einer 
weiteren Ausfiihrungsform wie in Abb* 19 dargestellt, werden die erfindungsgemafien 
Antikorper zxi bestimmten Z^itpunkten nach einer Inokulation der Nager mit PrP^*^ in die 

15 Nager injiziert. Eine eventuelle VerzSgerung der Ausbruch einer TSE oder eine Verhinderung 
eines TSE-Ausbmchs wird beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes, der PrP^ 
Akkumulation (Gehim H- Milz) und durch Durchfiihrung psychomotorischer Tests. Diese 
Methoden sind dem Fachmami auf dem einschlagigen Fachgebiet bekannt. 

20 Gegenstand duies weiteren Aspekts der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der 
erfindungsgemafien Antikorper im Rahmen einer Gentherapie und Zellthorapie (Abb. 20). Der 
Gentherapieansatz fuhrt die Gene, welche fiir die erfindungsgemafien Antikorpermolekule 
kodieren, in den zu iherapier^den Organismus ein. Mehr^e Strategien sind bisher zum 
Gentransfer in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (Lentiviren, Adenoviren, Adeno- 

25 associated Viren (AAV) verfolgt worden. Dabei war das Admo-associated-Virus (AAV) 
SystOTi das vielversprechCTidste. AAV ist nicht-pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie 
Neurone infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins zentrale Nervensystem (ZNS) ist eflBzient 
und geschieht ohne Aktivienmg der zellularen oder humoralen Immunantwort. Der 
Gentransfer mit AAV wurde in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfimktionen 

30 erreicht, wie Parkinson's disease (Kirik et al., 2002; Mandel et al, 1997), Alzheimer's disease 
(Klein et al, 2000), d.emyelining disease (multiple sclerosis) (Guy et al., 1998), und gelang 
auch zur Behandlung von Himtumoren (Ma et al., 2002). 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform konnen die erfindungsgemaBen Antikorpermolekule im 
Gehim durch rekombinante AAV-Vrren exprimiert werden. Unter den AAV-Serotypen ist 
AAV2 der am hochsten adaptierte und transduziert praferentiell neuronale Zellen. Bin AAV- 

5 Vektor, praferentiell ein AAV-2 Vektor, welcher fiir die erfindungsgemaBen 
Antikoipermolekiile kodiert, wird verwendet, um hoch-titrige Virionen nach der Methode von 
Grimm zu produzieren (Grimm et al., 1998). 293 2^11en (human embryonic kidney cell line) 
werden mit dem AAV- Vektor, welcher fiir ein erfindungsgemaBes AntikorpermolekQl kodiert, 
zusammCTi mit eiaem AAV-Helferplasmid (pDG) co-transfiziert, welches die AAV 

10 Hiillprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus Gene exprimiert, welche fiir 
Helferfunktionen im Verpacken n6tig sind. Mit Scrapie infizierte neuronale Zellen (ScGTl, 
ScN2a und weitere mit Scrapie infizierte Gehimzellen) werden mit rekombinanten AAV 
Viren, welche die erfindungsgemaBen Antikorpermolekule exprimieren, infiziert, um zu 
zeigen, dass die Viren die Zellen von Scrapie heilen konnen (Abb. 21). Die rekombinanten 

15 AAV-Vrren werden dann in das Gehim von Mausen vorzugsweise C57B16, injiziert (Abb.22). 
Die Expression der erfindungsgemaBen Antikorpermolekule wird zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach der Infektion liber Western Blot Analyse der Gehimfiiaktion iiberpriifl 
(Abb.22A). Rekombinante AAV- Viren werden zu verschiedenen Zeitpunkten vor und nach 
der Inokulation mit PrP^*' injiziert (Abb.22B). Bine VerzSgerung des Ausbrachs einer TSE- 

20 Erkrankung der Mause wird durch psychomotorische Tests und histologische und 
immunohistochemische Analyse des Gehims festgestellt. 



Gegenstand einer weiteren Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung sind 
25 pharmazeutische Zusammensetzxmgen, die die erfindungsgemaBen Antikorpermolekule 
produzierende Zellen umfassen, wobei die pharmazeutischen Zusammensetzimgen geeignet 
sind, direkt ins Gehim von Saugetieren eingebracht zu werden. Beispielsweise kann es sich 
bei diesen phamoazeutischen Zusammensetzungen um Kapseki handeln, die die 
erfindungsgemaBen Antikorper produzierende Zellen enthalten. Diese Zusammensetzungen 
30 dienen dazu, Saugetiere einschliesslich dem Menschen zu therapieren, welche an einer TSE 
erkrankt sind. Diese Strategic impliziert, genetisch verSndarte Zellen zu benutzen, welche in 
der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die erfindungsgemaBen AntikorpennolekQle 
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zu sezemieren (Abb.20). Die Zellen werden in ein immunoprotektives Polymer z.B. 
Zellulosesulfat eingekapselt, dessen Poren es erlauben grosse Molektile, wie im vorliegenden 
Fall Antikorper, freizusetzen. Dabei bleiben die Zellen lebend liber einen langen Zeitranm. 
Zur Ubersicht iiber diese Technik siehe auch den Artikel von Pelegrin et al., 1998. Diese 
5 Strategie wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler Erkrankungen (Pelegrin et 
al., 2000) und menschlicher Erkrankungen im Tiennodell wie Parkinson's disease in Primaten 
(Date et al., 2000) und Huntington's disease in Ratten (Emerich et al., 1996) eingesetzt. 

Dieses Verfahren erfordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale 
10 Zellen (PC 12) werden mit einetn Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient 
Oder stabil transfiziert. Zur Sekretion wird die Ig-K-Kette Leadersequenz verwendet. Fflr die 
Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cytomegaloviras). 
Die Sekretion der erfindungsgemafien Antikorper von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen 
(Abb. 23), was demonstriert, dass das Verfahren mit den erfindungsgemafien Antikorpem 
15 funktioniert. Mit Scrapie infizierte neuronale Zellen, werden weiterhin mit den 
erfindungsgemafien Sekretionsvektoren transfiziert. Durch die Sekretion beider AntikSrper 
von diesen Zellen, konnen die Zellen von Scrapie geheilt werden (Abb.24). 

Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehim von SSugetieren einschlieUlich 
20 . Mensch zur Therapie von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet, 
da diese in der Lage sind ixber einen langen Zeitraum Antikorper zu sezemieren, wenn sie in 
Mause transplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 
Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die erfindungsgemafien AntikSrper 
unter KontroUe eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil transfiziert (Abb. 
25 23). Altemativ kOrmen auch neuronale Zellen (PC12 Zellen) oder Baby-Hamster Nieren 
(BHK)-Zellen oder NIH3T3-Zellen, welche die erfindungsgemafien Antikorper sezemieren 
konnen, zur weiteren Enkapsulierung und Transplantation verwendet werden. Die die 
erfindungsgemafien Antikorpermolekiile exprimierenden Zellen werden in dem Fachmann auf 
dem einschlagigen Fachgebiet bekannter Weise enkapsuliert. Das Verfahren ist in der 
30 CJbersicht bei Pelegrin et al., 1998 beschrieben (Pelegrin et al., 1998). Als Material kann hier 
z.B. Cellulosesulfat verwendet werden (Pelegrin et al., 1998). 
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Die enkapsuKerten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekarmter Weise 
in Gehime von Mausen transplantiert. Wie im Falle des oben beschriebenen Gentherapie 
Ansatzes mit AAV-Viren, wird zunachst die Expression der Single-chain-Antikorper getestet. 
Um den therapeutischen Efifekt der erfindungsgemSBen AntikSiper gegenilber einer TSE 
5 Erkrankung zu ubexpriifen, werden die mit die erfindungsgemaBen Antikorpermolekule 
exprimierenden Zellen transplantierten Versuchstiere vorzugsweise M&use oder Hamster mit 
PrPSc inokulierL Bine Verz6gening des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der MSuse wird 
durch Psychomotorische Tests und histologische und immimohistochemische Analyse des 
Gehims festgestellt. 

10 

Die vorliegende Erfindung wird im folgenden unter Bezug auf die Zeichnungen anhand von 
tiicht beschrankend wirkenden Beispielen naher erlautert. 

Beispiele 

15 

Beispiel 1 

Selektion der scFv S 1 8 und N3 aus synthetischen und naiven scFv Banken (Biopanning) 

Als Antigen zur Selektion von single chain scFv Fragmenten wurde das in der W098/53838 
20 beschriebene GST: :LRP Fusionsprotein verwendet. 

Zur Selektion der scFv-Antikoiper wurden zwei komplexe scFv-Banken verwendet, welche 
etwa 3x10^ individuelle Klone enthielten (die naive Bank enthielt etwa 2 x 10^ Klone, die 
synthetische Bank etwa 1x10^ Klone). Die naive IgM Bank wurde durch die Kombination 
25 der kodierenden Regionen fiir die variablen schweren und leichten Ketten nach PGR 
Amplifikation der respektiven cDNA aus Milz oder PBLs (Periphere Blutlymphozytoa) 
generiert . Zur Herstellung der synthetischen Bibliothek wurden humane scFv-Frameworks 
ausgewahlt, welche sich durch gute Faltungs- und Expressionseigenschaften auszeichnen. Die 
CDR3-Sequenzen der Vh -Kette wurden randomisiert, 

30 
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Die Selektion wurde mit jeder der beiden Banken an einem im Baculovirus System 
expriniierten GST::LRP Fxisionsproteins durchgefiihrt. Die Herstellung des GST::LRP 
Fusionsproteins ist in der WO 98/53838 beschrieben. 

5 Abb. 2 fasst schematisch die Graerierung der 2 x 10^ vCTSchiedenen Klone fiir die naive Bank 
zusammen. Abb. 3 fasst die Generienmg der synthetischen scFv AntikSrperbank zusammen, 
welche eine Komplexitat von 1 x 10^ Klone zeigt. 

Abb.4 fasst schematisch die Selektion von scFv Antik6rpem ztir spezifischen Bindung an 
10 GST::LRP zusammen. 

Nach der dritten Selektionsrunde, wurden periplasmatische Rohextrakte von 48 individuellen 
Klonen von jeweils jeder Bank im ELISA beziiglich der Erkeimung des rekombkianten 
Fusionsproteins GST::LRP getestet (Abb.5 und 6). 66% der individuellen Klone im Falle der 
15 naiven Bank und 53% im Falle der synthetischen Bank zeigten ein positives Signal im ELISA 
(Abb.7). 

Eine wiederholte Testung an rekombinantem GST ergab, dass alle Antikorper nicht GST 
erkannten, obwohl als Antigen das GST::LRP Fusionsprotein verwendet wurde (Abb.7). 

20 Eine Restriktionsanalyse der fiir die scFv kodierenden DNAs mit Bsii>(l zeigte einen Klon aus 
der naiven Bank als hoch-angereichert (Abb.7). Die Vh-CDR3 Sequenzen der aus der 
synthetischen Bank isoUerten Klone zeigen zwei verschiedene Konsensus Sequrazen. AUe 
Klone wurden in einer Western Blot Analyse bezttglich der Erkennung des rek. GST::LRP 
Fusionsproteins getestet (Abb. 8). Als Kontrolle wurde GST eingesetzt, was zeigte, dass keiner 

25 der Klone GST erkannte (Abb.8). 

Zwei Klone mit der Bezeiclmung N3 (axis der naiven Bank) und SI 8 (aus der synthetischen 
Bank) wurden aufgrund der starksten Anreicherung zur weiteren AfBnitatsreinigung an einer 
Cu^**" Chelat-Saule ausgewahit . 

30 

Der Single-chain-Antik5iper SI 8 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 1 
kodiert. 
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Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, 
Mascharoder Weg lb, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15962 am 02.10.2003 
hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XLl-Blue ist die Produktion des scFv Antikorpers 
5 SlSmoglich. 

Der S18 Antikorper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ ED Nr. 2. 

Der Single-chain-Antikorper N3 wird auf cDNA Ebene von der DNA Sequenz SEQ ID Nr. 3 
10 kodiert. 

Die DNA ist im Plasmid pEX/HAM/LRP-N3 enthalten. Das Plasmid wurde bei der DSMZ, 
Mascheroder Weg lb, D-38124 Braunschweig unter der Nummer DSM 15961 am 02.10.2003 
hinterlegt. Nach Transformation in E.coli XLl-Blue ist die Produktion des scFv Antikorpers 
15 N3 moglich. 

Der N3 Antikorper zeigt auf Proteinebene die Sequenz SEQ JD Nr. 4. 

Die scFv Antikorper SI 8 und N3 konnen durch Transformation der Plasmide 
20 pEX/HAM/LRP-S18 und pEX/HAM/LRP-N3 in E.coli Stammen wie XLl-Blue in groBen 
Mengen dem Fachmann auf dem einschlagigen Fachgebiet an sich bekannter Weise 
exprimiert werden Die exprimierten Proteine S18 und N3 konnen durch IMAC (Immobilized 
Metal AfiBnity Chromatography) dem Fachmann auf dem einschlagigen Fachgebiet an sich 
bekannter Weise gereioigt werden. 

25 

Altemativ konnen die scFv Antikorper SI 8 und N3 in dem E.coli Stamm RV308 exprimiert 
werden. Dazu wird die fiir S18 und N3 kodierende cDNA aus den Plasmiden 
pEX/HAM/LRP-S18 und pEX/HAM/LRP-N3 in den Vektor pSKK-2 uber NcoVNoH kloniert, 
was zu den Expressionsplasmiden pSKK-S-2-18 und pSKX-2-N3 fiihrte. 

30 

Die Expression der scFv S18 und N3 aus pSKK-2 birgt den Vorteil, dafi kein PUI- 
Fusionsprotein mehr produziert wird. Darttberhmaus wird von pSKK-2 das Chaperon SKP 
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exprimiert, welches zur Verbessenmg der Proteinfaltung beitragt. Femer wixd ein zusatzliches 
c-myc Tag am C-Terminus eingefiihrt, welche eine alternative Detektion iiber einen anti-c- 
myc Antikoiper zusatzlich ennoglicht Der Vorteil des RV308 gegenuber XL-1 Blue ist sein 
schnelleres Wachstum. 

5 

Zur Expression der scFv AntikSiper SI 8 imd N3 werden Obemachtkulturen von E. coli 
RV308 mit pSKK-S18/N3 transfcimiert (2YT Medium mit lOO^g/ml Ampicilin und 50mM 
Glucose). Es folgt die VerdOnnung der Kultur 1:10 in 2YT Medium nait iOOp-g/mi Ampicilin 
und 5QmM Glucose, die Kultivierung bis die ODeoo von 0,6-0,8 erreicht ist ( 26°C, 160rpm, 

10 ca, 2h). Die Kultur wird bei 7500 rpm, 20°C, 20min abzentrifiigiert. Das Pellet wild in IVol 
YTBS mit 100|xg/ml Ampicilin, 0,2inM IPTG resuspendiert. Es folgt Inkubation fiber Nacht 
bei 2rC, 160rpm. Dann folgt Zentrifugation bei 9000ipm, 4°C, 20min. Das Pellet wird in 
1/20 Vol mit kaltem TES Puffer resuspendiert. Es folgt Inkubation 1 h auf Eis bei 
gelegentlichem Schiitteln. Zentrifugation bei 9000rpm, 4°C, Ih. Der Uberstand wird uber 

15 Nacht gegen PBS dialysiert (4''C). Die dialysierte Antikorperlosimg wird bei 9000rpm, 4°C, 
Ih zentrifligiert. Die Reinigung der Antikorper SI 8 und N3 erfolgt tiber eine MAC 
(Immobilized Metal Affinity Chromatography). Die Antikorper S18 und N3 werden an 
"Chelating Sepharose" Beads iiber Nacht bei 4°C gebunden. Die Beads werden mit 
Dialysepuffer bei 4°C gewaschen, es folgt das Waschen der Beads mit Waschpuffer bei 4°C. 

20 pie sc Fvs SI 8 und N3 w^den mit Elutionspuffer (Imidazol) bei 4°C eluiert. Die Analyse der 
scFv AntikSrper S18 und N3 axxf einem 12 %igem SDS PA-Gel gefdrbt mit Coomassie Blue 
ergibt Banden in H6he von etwa 30 kDa. Nach dem Blotten der Banden auf PVDF-Membran, 
koimten beide scFv Antikorper iiber anti-c-myc und anti-His AntikOrper nachgewiesen 
werden. 

25 

Die so hergestellten scFv Antikorper S18 und N3 konnen fur weitere Anwendungen in den 
folgenden Beispielen eingesetzt werden. 

Beispiel 2 

30 



Charakterisierung der scFv AntikSrper 818 und N3 an kultivierten Zellen duich FAGS, IF und 
Westem Blotting - Nachweis eines erhohten LRP/LR Spiegels an Tumorzellen (Jurkat Zellen) 
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Murine Neuroblastomzellen (N2a) wurden durch Fluorescence-Activated Cell Scanning 
(FACS) mit Hilfe der LRP/LR spezifischen Antikorper W3 (polyklonal) aus der WO 
98/53838 und der scFv Antikorper S18 und N3 auf Zelloberflachenexpression von LRP/LR 
5 getestet (Abb.9). N2a Zellen stellen das ideale Zellsystem fur die Propagation von Prionen 
dar. Abb. 9 zeigt den Nachweis von LRP/LR durch die scFv Antik5iper SI 8 und N3 auf der 
Oberflache von N2a Zellen. Dies zeigt, dass beide Single-chain-Antikorper SI 8 und N3 
LRP/LR auf der Oberflache von N2a Zellen spezifisch erkennen. Technische Details sind der 
Legende der Abb. 9 zu entnehmen. 

10 

Der 37 kDa/67 kDa LRP/LR ist auf Tumorgewebe stark exprnmert. Beispielsweise auf der 
Oberflache metastasierenden Tumorzellen (Coggin et al., 1999; Rohrer et ai., 2001). Abb. 10 
zeigt den Nachweis des 37 kDa/67 kDa LRP/LR in und auf der Oberflache von Jurkat-Zellen 
mit Hilfe der scFv Antikorper 818 und N3. Jiurkat-Zellen stellen humane, periphere 
15 Blutleukamie-T-Zellen dar. Dies demonstriert, dass die hier beschriebenen Single-chain- 
Antikorper in der Lage sind LRP/LR auf Tumorzellen zu erkennen und zeigt, dass die 
Antikorper SI 8 und N3 fiOr die Diagnostik von Krebs geeignet sind. Technische Details sind 
der Legende der Abb. 10 zu entnehmen. 

20 Die hier beschriebenen scFv Antikorper SI 8 und N3 sind in der Lage rekombinanten 
•humanen und murinen 37 kDa/67 kDa LRP/LR m der Fusion mit einem am Carboxyterminus 
von LRP angehangten FLAG-Tag in mit rec. Semliki-Forest-Virus RNA transjBzierten Baby 
Hamster Kidney Zellen (Baby-Hamster-Ni©renzellen) durch Westem Blotting, 
hnmunofluoreszenz und Fluoreszenz-activated Cell Scanning (FACS) zu erkennen. Dem 

25 Fachmann auf dem einschlagigen Fachgebiet sind diese Methoden bekannt. Abb. 1 1 zeigt die 
Erkennung des murinen und humanen 37 kDa LRPxFLAGs sowie der 67 kDa Form durch 
den scFv N3 und die Erkennung der 37 kDa LRP::FLAG Form durch den scFv S18 in BHK 
Zellen durch Westem Blotting. Abb. 12 zeigt eine Oberflachenfarbung himGianer und muriner 
LRP/LR exprimierender BHK-Zellen mit Hilfe der scFv Antikorper S18 und N3. Der in der 

30 WO 98/53838 beschriebene polyklonale Antikorper W3 ist dazu ebenfalls in der Lage. Beide 
scFvs SI 8 und N3 erkennen ebenfalls beide murine xmd humane LRP/LR Molekiile an der 
. Oberflache von transfiziertea BHK-Zellen in der FACS-Analyse (Abb. 13). Die gezeigten 
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Beispiele demonstrieren, dass scFv S18 imd N3 LRP/LR Molekule hochspezifi'sch erkemen. 
Die Tatsache das verschiedene LRP/LR Spezies von N3 iind SI 8 erkannt werden, ist auf die 
extrem starke Konservierung des Proteins wahrend der Evolution zuriickzufuhren (Ardini et 
al., 1998). 

5 Technische Details sind der Legende der Abbildimgen 11,12 und 13 zu entnehmen. 
Beispiei 3 

10 Anwendung von svFv Antikorper SIS und N3 in der BSE Diagnostik 

Die scFv Antikorper SIS und N3 konnen als diagnostische Werkzeuge zur Erkennung von 
iibertragbaren spongiformen Enzephalopathien einzusetzt werden. Es wird hier demonstriert, 
dass scFv 818 in der Lexikozyten-Fraktion des Blutes und scFv S18 und N3 in der 

15 Cerebrospinalflussigkeit („Liquor") von an BSE erkrankten Rindem einen erhohten Spiegel 
der 67 kDa Form des Lamininrezeptors erkennen (Abb. 14 und 15). Beide scFv Antikorper 
dienen als Werkzeuge fur einen sog. Surrogatmarker-Test fiir die Erkennung von BSE. Im 
Gegensatz zu dem in der WO 98/53838 beschriebenen LRP/LR Antikorper W3 sind die 
Single-chain-AntikQrper S18 und N3 spezifischer fur LR und zeichen sich aufgrund ihres 

20 monoklonalen Ursprtmgs durch cine hShere Spezifitat aus. Weiterhin konnen beide scFv in 
unbegrenzter Menge in E.coli hergesteUt werden, wahrend der polyklonale Antikorper W3 nur 
in begrenzter Menge zur Verfiigung steht Bin groBer Vorteil gegentlber monoklonalen 
Antikarpem aus Versuchstieren besteht im humanen Ursprung der isolierten scFv-MolekOle. 

25 Technische Details sind der Legende der Abb.l4 u. 1 5 zu entnehmen, 

Beispiei 4 

Anwendung von svFv Antikorper Si 8 und N3 in der TSE Therapie 

30 

Es wird beansprucht die Single-chain-AntikSrper scFv S18 und N3 zur Therapie von 
ubertragbaren spongiformen Enzephalopathien (TSEs) einzusetzten. Unter TSEs werdra alle 
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• bekannten Fonnen der TSEs verstanden. Der VorteU der scFv S18 und N3 im Vergleich zu 
dem in der WO 98/53838 beschriebenen polyklonalen W3 ABtikoiper bzw. anderen 
monoklonalen murinen Antikoipem gleiclier Spezifitat, liegt im himaneii Ursprung der scFvs 
und der damit verbundenen niedrigen Immimogenitat. ScFv obne Fc-Teil und humanen 
5 Ursprungs sind in Anbetracht der Ther^ie von Patienten, welche an einer TSE erkrankt sind, 
von grofiem Vorteil wegen der potentiell geringeren Immunogenitat. AuBerdem konnen im 
Gegensatz zu W3 die scFvs in groi3er Menge hergestellt werden. 

scFv S18 und N3 soUen die Bindung und Intemalisierung von Prion-Proteinen an deren 37 
10 kDa/67kDaLamininrezeptor-wieinAbb. 16beschrieben- verhindem. 

Die scFv SI 8 und N3 soUen zur Behandlung von Scrapie infizierten Zellenwie ScGTl, ScN2a 
und anderen Scrapie infizierbaren Himzellen eingesetzt werden (Abb. 17). Weiterhin konnen 
die scFv SI 8 und N3 Antikorper auch zur Pravention eingesetzt werden (Abb. 18). In dieser 
1 5 Ausfuhrungsform soUen sie den Ausbruch einer Prionerkrankung in Zellkultur verhindem. 

. Die scFvs S 1 8 und N3 soUen in vivo im Tier eingesetzt werden, um Tiere wie Nag©: (Hamster 
MSuse) von einer Prion-Mektion bzw, einer flbertragbaren spongifonnen Enzephalopathie zu 
heilen. Zunachst, wie in Abb. 19 ausgefuhrt, werden mogliche Nebeneflfekte der ScFv 

20 AntikSrper 818 und N3 evaluiert, indem die scFv Antikorper S18 und N3 in gesunde Mause 
Oder Hamster injiziert werden. Die Injektion erfolgt intraperitoneal. Dem Fachmann sind die 
verscbiedenen Ihjektionsmoglichkeiten von Antikoipem in Sanger gelaufig. Nebraeffekte 
(Nebenwirkungen) der AntikSrper werden nach bestimmten Zeitpu3Qkten post-injektionell bis 
zum Lebensende der Maus (ca. 800 Tage) verfolgt. In einer weiteren Ausfuhrungsform wie in 

25 Abb. 19 dargestellt, werden die ScFv Antikorper zu bestimmten Zeitpimkten nach einer 
intraperitonealen Inokulation der Nager mit PrP^° in die Nager intraperitoneal injiziert. 
Protokoll: Fine initiale Dosis von jeweils 200 ^tg der SI 8 und N3 Antikorper wird 
intraperitoneal (i.p.) injiziert in vorzugsweise C57/BL6 Mause eiaen Tag nach 
intraperitonealer Inokulation mit einem Prion-Stamm vorzugsweise dem BSE Stamm 6PB1. 

30 Es folgen i.p. Injektionen zweimal pro Woche mit 100 fig der scFv S18/N3 fiir weitere 
vorzugsweise acht Wochen. Bin Teil der Tiere wird 90 Tage p.i. getotet und auf PrP^*' 
Anwesenheit biochemisch untersucht. Ein anderer Teil d&r Tiere wird entweder zum 
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terminalen Stadium einer TSE-ErkrankuQg untersucht oder falls keine Symptome auftraten 
am Ende der Lebenszeit. Eine eventuelle Verzogerung d©r Aiisbruch einer TSE oder cine 
Verhinderung eines TSE-Ausbruchs wird beobachtet durch die Analyse des Todeszeitpunktes, 
der PrP^^ Akkumulation (Gehim+Milz) und durch Durchfuhrung psychomotorischer Tests. 
5 Diese Methods sind dem Fachmami aiif dem einschlagigen Fachgebiet bekannt 

scFv AntikSiper S18 und N3 soUen ilber Gentherapie und Zelltherapie in vivo transferiert 
werden (Abb. 20). Der Genuierapie-Ansatz fohrt die Gene, welche fiSr die scFvs kodieren, in 
den zu therapierenden Organismus ein. Mehrere Strategien sind bisher zum Gentlbertransfer 

10 in neuronale Zellen mit viralen Vektoren (LentivirCTi, Adenoviren, Adeno-associated Viren 
(AAV)) verfolgt worden. Dabei war das Adeno-associated- Virus (AAV) System das 
vielversprechendste. AAV ist nicht-pathogen und kann nicht-teilende Zellen wie Neurone 
infizieren. Der Gentransfer mit AAV ins zentrale Nervensystem (ZNS) ist effizient und 
geschieht ohne Aktivierung der zellularen oder humoralen Immunantwort. Der Gentransfer 

15 mit AAV wird in verschiedenen Tiersystemen neurologischer Dysfunktionen erreicht, wie 
Parkinson's disease (Kirik et al., 2002; Mandel et al., 1997), Alzheimer's disease (Klein et al., 
2000), demyelining disease (multiple sclerosis) (Guy et al., 1998), imd gelang auch zur 
Behandlung von Himtumoren (Ma et al., 2002). 

20 Die scFvs SI 8 und N3 sollen im Gehim durch rec. AAV-Viren exprimdert werden. Unter den 
AAV Serotypen ist AAV2 der am h5chsten adaptierte und transduziert praferentiell neuronale 
Zellen. Ein AAV Vektor, praferentiell ein AAV-2 Vektor, welcher die ftir scFv S18 oder N3 
kodiert, wird verwendet um Hoch-Titrige Virionen anch der Methode von Grimm zu 
produzieren (Grimm et al., 1998): 293 Zellen (human embryonic kidney cell line) werden mit 

25 dem AAV- Vektor, welche S18 und N3 kodiert, zusammen mit einem AAV-Helferplasmid 
(pDG) co-transfiziert, welche die AAV Htillprotein-Gene und weitere Adeno-associated Virus 
Gene exprimiert, welche fur Heifer Funktionen im Verpacken nOtig sind. Scrapie infizierte 
Neuronale Zellen (ScGTl, ScN2a und weitere Scrapie infizierte Gehimzellen) werden mit 
rekombinanten AAV Viren, welche scFv SI 8 und N3 exprimieren, infiziert, um zu zeigen, 

30 dafi die Viren die Zellen von Scrapie heilen konnen (Abb. 21). Die recombinanten AAV Viren 
werden dann in das Gehim von MSusen vorzugsweise C57B16, injiziert (Abb.22). Die 
Expression der scFvs S18 und N3 wird zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Infektion liber 
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Western Blot Analyse der Gehirnfraktion iiberpriift (Abb.22A). rec. AAV Viren werden zu 
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Inokulation mit PrPSc injiziert (Abb.22B). Bine 
Verzogerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankimg der Mause wird durch psychomotorische 
Tests und histologische und immunohistochemische Analyse des Gehims festgestellt. 

5 

scFv Antikoiper S18 und N3 soUen direkt ins Gehim von SSugetieren eingebracht werden 
indem man Kapseln transplantiert, welche Antikoiper produzierende Zellen enthalten. Diese 
Ausftihrungsform dient ebenfalls dazu SSrigetierft einscbliesslich dem Menschen zu 
therapieren, welche an einer TSB erkrankt sind. Diese Strategie impliziert genetisch 

1 0 veranderte Zellen zu benutzen, welche in der Lage sind ein Protein, im vorliegenden Falle die 
scFv Antikoiper S18 und N3 zu sezemieren (Abb.20). Die Zellen warden in ein 
immunoprotektives Polymer z.B. Zellulosesulfat enkapsuliert, dessen Poren es erlauben 
grosse Molektlle, wie im vorliegenden Fall Antikorper, freizusetzen, Dabei bleiben die Zellen 
lebend liber einen langen Zeitraum. Zur tTbersicht iiber diese Technik siehe (Pelegrin et al., 

15 1998). Diese Strategie wurde bereits erfolgreich zur Behandlung muriner viraler 
Erkrankungen (Pelegrin et al., 2000) und menschlicher Erkrankimgen im Tiermodell wie 
Parkinson's disease in Primaten (Date et al., 2000) und Huntington's disease in Ratten 
(Emerich et al., 1996) eingesetzt. 

20 Dieses Verfahren eifordert folgende Schritte: Neuroblastomzellen oder andere neuronale 
Zellen (PC 12) werden mit einem Expressionsvektor wie z.B. pSecTag2 (Abb. 23) transient 
Oder stabil transfiziert. Zur Sekretion wird die Ig-K-Kette Leadersequenz verwendet. FOr die 
Expression in neuronalen Zellen verwendet man Promotoren, wie CMV (Cytomegalovirus). 
Die Sekretion der Antikdrper SI 8 und N3 von N2a Zellen wurde bereits nachgewiesen (Abb. 

25 23), was demonstriert, dass das Verfahren mit den scFv Antikorpem SI 8 und N3 funktiomert. 
Scrapie infizierte neuronale Zellen, werden weiterhin mit den S18/N3 Sekretionsvektoren 
transfiziert. Durch die Sekretion beider Antikorper von diesen Zellen, konnen die Zellen von 
Scrapie geheilt werden (Abb.24). 

30 Zur Transplantation enkapsulierter Zellen in das Gehirn von Saugetieren einschlieBlich 
Mensch zur Therapie von TSEs werden Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 Zellen) verwendet, 
da diese in der Lage sind tlber einen langen Zeitraum AntikSiper zu sezemieren, warn sie in 
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Maxise txansplantiert sind. Myoblasten oder differenzierte Muskelzellen (vorzugsweise C2.7 
Zellen) werden mit einem Expressionsvektor, welcher die scFv Antikoiper S18 oder N3 unter 
KontroUe eines Muskelzell-spezifischen Promotors exprimiert, stabil txansfiziert (Abb. 23). 
Altemativ konnen auch neuronale Zellea (PC 12 Zellen) oder Baby-Hamster Kidney (BHK) 
5 Zellen oder N1H3T3 Zellen, welche die Antikoiper S18/N3 sezCTiieren konnen, zur weiteren 
EnkapsuUerung und Transplantation verwendet werden. Die scFv S18/N3 exprimierenden 
Zellen werden dem Fachnaaim auf dem einschl^gigen Fachgebiet bekannter Weise 
enkapsuliert. Das Verfahren ist in der Obersicht hei Pelegrin et al., 1998 besebriebcu (Peiegrin 
et aL, 1998). Als Material kann hier z.B, Cellulose Sulphat verwendet werden (Pelegrin et al., 
10 1998). 

Die enkapsulierten Zellen werden in dem Fachmann auf diesem Fachgebiet bekannter Weise 
in Gehime von Mausen transplantiert. Wie im Falle des oben beschriebenen Genthera- 
pieansatzes mit AAV-Viren, wird zunachst die Expression der Single-chain-Antikorper 
15 getestet Um den therapeutischen Effekt der scFv Antikorper gegeniiber einer TSE 
Erkrankung zu uberpriifen, werden die mit scFv S18/N3 exprimierenden Zellen 
transplantierten Versuchstiere vorzugsweise Mause oder Hamster mit PrPSc inokuliert. Eine 
Verzogerung des Ausbruchs einer TSE-Erkrankung der Mause wird durch Psychomotorische 
Tests und histologische und iiximunohistochemisclie Analyse des Gehims festgestellt. 

20 

Die Techniken zu den Ausfiihrungen im Beispiel 4 sind dem Fachmann auf dem 
einschlagigen Fachgebiet gel^ufig. 

Beispiel 5 

25 

Epitop-Kartierung (,JEpitope Mapping") der scFvs S18 undN3 

Diese Technik dient dazu die Epitope auf LRP zu identifizieren, welche von den scFvs S18 
und N3 erkannt werden. Dazu wurden 92 verschiedene Peptide synthetisiert, welche jeweils 
eine Lange von 15 Aminosauren aufwiesen. Der N-Terminus jedes Peptids wurde um 3 
30 Aminosauren in Bezug auf das vorhergehende Peptid verschoben, so dass jedes Pqptid mit 
dem vorhergehenden Peptid um 12 Aminosauren tiberlappte. Die Synthese der Peptide 
erfolgte an einer Cellulose-Membran. 
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Wie in Abb. 26 gezeigt, wurden mit dem Antikorper S18 drei starke Signale detektiert. Diese 
entsprechen den Peptiden EKAVT KEEFOGEWTA. VT KEEFOGEWTAP AP. und 
EEFOGEWTAP APEFT. Das gemeinsame Epitop ist EEFOGEWTA rAA225-234y Dies 
5 bedeutet fur den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP fiir den scFv SI 8 von Aminosaure 
225 bis 243 auf dem Laminiorezeptor erstreckenkSnnte. Dies ist schematisch in Abb. 27 
illustriert 

Mit dem AntikSrper N3 wurden vier Signale visualisiert, wie in Abb. 26 gezeigt: 
10 PSVPIQQF PTEDWSA. PIOOF PTEDWSAA PT, QFPT^WSAAPTAQA und 
31DWSAAPTAQATEW. ffier ist das gemeinsame Epitop TODWSA ( AA261-266\ Dies 
bedeutet fUr den Fachmann, dass sich das Epitop auf LRP fiir den scFv N3 von Aminosaure 
261 bis 266 auf dem Lamininrezeptor erstreckenkonnte (vgl. Abb. 27). 

15 Die Techniken zu den Ausfiihrungen im Beispiel 5, welche dem Fachmann auf dem 
einschiagigen Fachgebiet gelSufig sind, werden im folgenden detaiUiert ausgefiihrt. 

Der Antikorper Bindungstest wurde ahnlich durchgeftihrt wie Western Blots zur Detektion 
von LRP durch die AntikSrper scFv S18 und N3 (Vgl. Abb. 11). Dabei wurde die mit 92 
20 Peptiden gebundene Membran mit den scFv Antikorper S18 und N3 (Verdiinnung 1:5000) 
inkubiert. Um einen Antikorper (SI 8) zu entfemen (urn mit dem zweiten Antikorper (N3) zu 
detektieren), wurde die Membran 3 mal 20 Minuten mit „Stripping" Puffer (8 M Hamstofif, 
0.5% P-Mercaptoethanol) bei 60°C inkubiert. 

25 



30 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINEANGABEN: 

Anmelder: 

Name: Prof. Dr. Stefan Weiss 
Strasse: Elisabethstr. 30 
Ort: Miinchen , 
Land: Deutschland 
Postleitzahl: 80796 

(A) Name: Prof Dr. Melvyn Little 

(B) Strasse: Fritz-von-Briesen-Str. 10 

(C) Ort: Neckargemiind 

(D) Land: Deutschland 
Postleitzahl: 69151 



Erfinder: 



(A) Name: Dr. Stefan Knackmuss 

(B) Strasse: Uhlandstr. 13 

(C) Ort: Plankstadt 

(D) Land: Deutschland 

(E) Postleitzahl: 68723 

(A) Name: Clemence Rey 

(B) Strasse: Landsbergerstr. Ill 

(C) Ort: Mimchen 

(D) Land: Deutschland 

(E) Postleitzahl: 80339 

(A) Name: Claudia Buttner 

(B) .Strasse: Nfittelgewann 42 
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(Q Ort: Schwetzingen 

(D) Land: Deutschland 

(E) Postieitzahl: 68723 



(A) Name: Dr. Peter Rdttgen 

(B) Sfrasse: Stahlbtihlring 129 

(C) Oft: Ladenburg 

(D) Land: Deutschland 
10 (E) Postieitzahl: 68526 



(A) Name: Dr. Uwe Reusch 

(B) Strasse: Dieterwiesenstr. 13 
15 (C) Ort: Maikammer 

(D) Land: Deutschland 

(E) Postieitzahl: 67487 

Single Chain Antikorper gegen den 37 kDa/67 kDa Lamininrezeptor als Werkzeuge zur 
20 Diagnose und Ther^ie von Prionerkrankungen, Hrastellung und Verwendung 

Zahl der Sequenzen: 4 

Computerlesbare Fassung: 
25 (A) Datentrager: CD 

(B) Computer: IBM PC kompatibel 

(C) Betriebssystem: PC-DOS/MS-DOS 

(D) Software: WinWord 6.0 



30 



(2) INFORMAHONEN FOR SEQ ID Nr. 1 

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN: 

(A) LSnge: 816 Basenpaare 
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(B) Art: Nucleinsaure 

(C) Strangform: Doppelstrang 

(D) Topologie: linear 

5 (ii) MOLEKULTYP: Nucleinsaure 

(A) Beschreibung: DNA kodiert fur single chain Antikoiper scFv SI 8. Die DNA ist im 
Plasmid pEX/HAM/LRP-S18 enthalten. Dieses Plasmid wurde bei der DSMZ, Mascheroder 
Weg lb, D-3S124 unter der Accesion Nummer xxxx hinterlegt. Nach Transformation des 
Plasmids in E.coli XLl Blue ist die Produktion des scFv AntikSipers SIS mSglich. 

10 

(iii) Hypofhetisch: nein 

(iv) Antisense: nein 

15 (xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ ID Nr. 1 : 

5' CAGG TGCAGCTGCA GGAGTCTGGG GGAGGCTTGG TACAGCCTGG 
GGGGTCCCTG AGACTCTCCT GTGCAGCCTC TGGATTCATG TTTAGCAGGT 
ATGCCATGAG CTGGGTCCGC CAGGCTCCAG GGAAGGGGCC AGAGTGGGTC 

20 TCAGGTATTA GTGGTAGTGG TGGTAGTACA TACTACGCAG ACTCCGTGAA 
GGGCCGGTTC ACCGTCTCCA GAGACAATTC CAAGAACACG CTGTATCTGC 
AAATGAACAG CCTGAGAGCC GAGGACACGG CCGTATATTA CTGTGCGAGA 
CATCCGGGTT TTTGGCATTT TGACTACTGG GGCCAGGGAA CTCTGGTCAC 
CGTCTCCTCA GGGAGTGCAT CCGCCCCAAA GCTTGAAGAA GGTGAATTTT 

25 CAGAAGCACG CGTATCTGAA CTGACTCAGG ACCCTGCTGT GTCTGTGGCC 
TTGGGACAGA CAGTCAGGAT CACATGCCAA GGAGACAGCC TCAGAAACTT 
TTATGCAAGC TGGTACCAGC AGAAGCCAGG ACAGGCCCCT ACTCTTGTCA 
TCTATGGTTT AAGTAAAAGG CCCTCAGGGA TCCCAGACCG ATTCTCTGCC 
TCqAGCTCAG GAAACACAGC TTCCTTGACC ATCACTGGGG CTCAGGCGGA 

30 AGATGAGGCT GACTATTACT GTAACTCCCG GGACAGAAGT GGTAATCATG 
TAAATGTGCT ATTCGGCGGA GGGACCAAGC TGACCGTCCT ACGTCAGCCC 
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AAGGCTGCCC CCTCGGTCAC TCTGTTCCCG CCCTCTTCTG CGGCCGCTGG 
ATCCCATCAC CATCACCATC AC 3' 

5 (2) INFORMATION FOR SEQ ID Nr. 2 

(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN: 
Louge: 268 Aminosauren 
Art: Protein 
10 Strangfonn: Einzelstrang 
Topologie: linear 

MOLEKULTYP: Protein 
15 (A) Beschreibung: Dieses Protein entspricht dem single chain Antikorper S18. Er kann nach 
Transfoimation des Plasmids pEX/HAM/LRP-S18 inE.coli XLl Blue synthetisiert werden. 

Hypothetisch: nein 

20 Antisense: nein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 2: 

Amino-Tenninus QVQLQESG GGLVQPGGSL RLSCAASGFM FSRYAMSWVR 
QAPGKGPEWV SGISGSGGST YYADSVKQRF TVSRDNSKNT LYLQMNSLRA 

25 EDTAVYYCAR HPGFWHFDYW GQGTLVTVSS GSASAPKLEE GEFSEARVSE 
LTQDPAVSVA LGQTVRTTCQ GDSLRNFYAS WYQQKPGQAP TLVIYGLSKR 
PSGIPDRFSA SSSGNTASLT ITGAQAEDEA DYYCNSRDRS GNHVNVLFGG 
GTBCLTVLRQP BCAAPSVTLFP PSSAAAGSHH HHHH Carboxy-Teraiinus 



30 

(2) INFORMAHONEN FOR SEQ ID Nr. 3 
(i)SEQUENZEIGENSCHAFTEN: 
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(A) 
(B) 
(C) 
(D) 



Lange: 834 Basenpaare 
Art: Nucleinsaure 
Strangform: Doppelstrang 
Topologie: linear 



5 



(ii) MOLEKULTYP: Nucleinsaure 

(A) Beschreibung: DNA kodiert ftir single chain AntikSiper scFv N3. Die DNA ist im 



Weg lb, D-38124 unto der Accesion Nummer xxxx hinterlegt Nach Transfoimation des 
10 Plasmids in E.coli XLl Blue ist die Produktion des scFv Antikorpers N3 moglicL 

(iii) Hypothetisch: nein 

(iv) Antisense: nein 



(xi) SEQUENZBESCHRBIBUNG: SEQ ID Nr:3: 





5' GAAG TGCAGCTGGT GGAGTCTGGG * 


GGAGGCGTGG 


TCCAGCCTGG 




GAGGTCCCTG 


AGACTCTCCT 


GTGCAGCGTC 


TGGATTCACC 


TTCAGTAGCT 


20 


ATGGCATGCA 


CTGGGTCCGC 


CAGGCTCCAG 


GCAAGGGGCT 


GGAGTGGGTG 




GCAGTTATAT 


GGTATGATGG 


AAGTAATAAA 


TACTATGCAG 


ACTCCGTGAA 




GGGCCGATTC 


ACCATCTCCA 


GAGACAATTC 


CAAGAACACG 


CTGTATCTGC 




AAATGAACAG 


CCTGAGAGCC 


GAGGACACGG 


CTGTGTATTA 


CTGTGCGACT 




ATACCGCGCT 


CGTCTTTCTA 


CTACGGTATG 


GACGTCTGGG 


GCCAAGGGAC 


25 


CACGGTCACC 


GTCTCCTCAG 


GGAGTGCATC 


CGCCCCAACC 


CTTAAGCTTG 




AAGAAGGTGA 


ATTTTCAGAA 


GCACGCGTAC 


AGCCTGTGCT 


GACTCAGCCA 




CCCTCAGCGT 


CTGGGACCCC 


AGGGCAGAGG 


GTCACCATCT 


CTTGTTCTGG 




AAGCAGATCC 


AACATCGGAA 


GTAATACTGT 


AAACTGGTAC 


CAGCAGCTCC 




CAGGAACGGC 


CCCCAAACTC 


CTCATCTATG 


GTAATAATCA 


GCGGCCCTCA 


30 


GGGGTCCCTG 


AGCGATTCTC 


TGGCTCCAAG 


TCTGGCACCT 


CAGCCTCCCT 




GGCCATCAGT 


GGGCTCCAGT 


CAGAGGATGA 


GGCTGATTAT 


TACTGTGCAG 




CGTGGGATGA 


CAGCCTGACT 


GGTGTGCTTT 


TCGGCGGAGG 


GACCAAGCTG 



Plasmid pEX'HA>.4,'LRP-N3 




15 
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ACCGTCCTAG GTCAGCCCAA GGCTGCCCCC TCGGTCACTC TGTTCCCGCC 
CTCTTCTGCG GCCGCTGGAT CCCATCACCA TCACCATCAC 3' 

(2) INFORMATION FUR SEQ ID Nr. 4 

5 

(OSEQUENZEIGENSCHAFTEN: 
Unge: 278 Aminos^uren 
Art: PlotRiTi 

Strangfoim: Einzelstrang 
10 Topologie: linear 

MOLEKOLTYP: Protein 

(A) Beschreibiing: Dieses Protein entspricht dem single chain AntikSrper N3. Br kann nach 
1 5 Transformation des Plasmids pEX/HAJMDURP-NS in E.coli XLl Blue synthetisiert werden. 

Hypothetisch: nein 

(iv) Antisense: nein 

20 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID Nr. 4: 

Aminoterminus EVQLVESGGG WQPGRSLRL SCAASGFTFS SYGMHWVRQA 
PGKGLEWVAV IWYDGSNKYY ADSVKGRFTI SRDNSKNTLY LQMNSLRAED 
TAVYYCATIP RSSFYYGMDV WGQGTTVTVS SGSASAPTLK LEEGEFSEAR 
25 VQPVLTQPPS ASGTPGQRVT ISCSGSRSNI GSNTVNWYQQ LPGTAPKLLI 
YGNNQRPSGV PERFSGSKSG TSASLAISGL QSEDEADYYC AAWDDSLTGV 
IJGGGTKLTVLGQPKAAPSVTLFPPSSAAAGSHHHHHH Carboxytenninus 



30 
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Paten tanspriiche 

1 . Smgle-<:hain--Antik6rpermolekul, welches speziJBsch gegen LRP/LR gerichtet ist uaid 
das die Aminosauresequenz SEQ ID Nr.2 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hienron 

5 sowie Homologe der Fragmente. 

2. Single-chain-Antik6rpennolekQl nach Anspruch 1, das die Aminosaiiresequenz SEQ 
ID Nr. 2 besitzL 

10 3. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 umfasst. 

4. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 1 aufweist. 

5. Single-chain-Antikoipermolekul, welches spezifisch gegen LRP/LR gerichtet ist ujid 
15 das die Aminosauresequenz SEQ ID Nr. 4 umfasst, sowie Homologe oder Fragmente hienron 

sowie Homologe der Fragmente. 

6. Single-chain-Antikorpermolekul nach Anspruch 5, das die Aminosauresequenz SEQ 
IDNr.4besitzt. 

20 

7. cDNA, welche die Niikleotidsequenz SEQ ID Nr. 3 umfasst. 

8. cDNA, welche die Nukleotidsequenz SEQ ID Nr. 3 aufsveist. 

25 9. Antikiirpemiolekul nach einem der Ansprilche 1 oder 5, das an einer oder mehxeren 
Positionen zur ErhOhung der Stabilitat und/oder zur Veranderung der biophysikaliscb-en 
und/oder biochemischen Eigenschaften durch einen oder mehrere Aminosaureaustauscii/e 
und/oder eine oder mehrere Aminosauredeletion/en und/oder eine oder mehrere 
Aminosaureinsertion/en modifiziert ist. 

30 
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10. AntikorpermolekOl nach Anspruch 9, wobei es sich bei der Aiiiinosaureiiisertioii um 
einen c-myc Tag handelt, welcher zwischea der pL-Domane imd dem Hexahistidin Tag 
inseriert ist. 

5 11. cDNA nach eiiiCTi der Anspriiche 3, 4, 7 oder 8, welche der Sequenz auf cDNA Ebene 
der modifizierten Antikdrpermolekaie nach Ansprilchen 9 oder 10 entspricht. 

12. Antikorpennolekul nach einem der Anspriiche 1, 2, 5, 6, 9 oder 10, das an einer oder 
mehreren Positionen zur Erhohung der Stabilitat und/oder zur Verandenmg der 

10 biophysikalischen und/oder biochemischen Eigenschaflen durch posttranslationale 
Modifikationen verandert ist. 

13. AntikSTpCTnolekiil nach Anspmch 12, wobei die posttranslationale Modifikation eine 
Glykosylierung, Phosphorylienmg, Amidierung und/oder Acylierung darstellt. 

15 

14. Replikations- oder Expressionsvektor, der eine cDNA gemSB einrai der Anspriiche 3, 
4, 7,8oderll tragt. 

15. Vektor nach Anspmch 14, wobei es sich um rekombinante Adeno-Assoziierte Viren 
20 (AAV) handelt. 

16. Wirtszelle, die mit einem Replikations- oder Expressionsvektor nach Anspruch 14 
oder 15 transformiert ist. 

25 1 7. Wirtszelle nach Anspruch 16, wobei es sich um eine SSugerzelle handelt 

1 8. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um Muskelzellen des Typs C2.7 handelt. 

1 9. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um Baby-Hamster Kidney Zellen handelt. 

30 

20. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um neuronale Zellen des Typs PC 12 
handelt. 



wo 2005/035580 



PCT/EP2004/011268 



51 

21. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich urn neuronale Zellen des Typs N2a 
handelt. 

5 22. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich urn neuronale Zellen des Typs GTl 
handelt. 

23. Wirtszelle nach Anspruch 17, wobei es sich um NIH3T3 Zellen handelt. 

10 24. Verfahren zur Herstellung eines Antikorpermolekuls nach einem der Anspriiche 1, 2, 5 
Oder 6, das ein Kultivieren von Wirtszellen gemaJJ Anspruch 15 unter zur Expression eines 
erfindungsgemSBen Antikorpermolekuls wirksamen Bedingungen umfasst. 

25. Pharmazentische Zusaramensetzung, die ein Antikorpermolekiil nach einem der 
15 Ansprache 1, 2, 5 oder 6 in V^bindung mit einem phacmazeutisch akzeptablen 

Verdiinnungsmittel und/oder TrSger unafasst. 

26. Pharmazeutische Zusarmnensetzung nach Anspruch 25, wobei sich die 
Zusammensetzung zur Behandlung von Prionerkrankungen eignet. 

20 

27. Diagnostische Zusammensetzung, die ein erfindungsgemaBes AntikSrpermolekul nach 
einem der Anspriiche 1, 2, 5 oder 6 in Verbindung mit einem akzeptablen Verdiinnungsmittel 
und/oder Trager umfasst. 

25 28. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspmch 27, die zum Nachweis in 
Korperfltlssigkeiten geeignet ist. 

29. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 27, wobei es sich bei den 
KSrperflussigkeiten um Blut oder Cerebrospinalflflssigkeit (Liquor) handelt 

30 

30. Diagnostische Zusammensetzung nach Ansprach 27, die zum Nachweis in Gewebai 
geeignet ist 
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31. Diagaostische Zusaininensetzung nach Anspiiich 30, wobei es sich bei den Geweben 
um Himgewebe handelt. 

5 32. Diagnostische ZusammeDsetzmg nach Anspruch 30, wobei es sich bei den Geweben 
uin lymphatisches Gewebe handelt. 

33. Diagnostische Zxisammensetzung nach Anspruch 27, die zum Nachweis von malignen 
Entartungen (Krebs) geeignet ist 

10 

34. Diagnostische Zusammensetzimg nach Ansprach 33, wobei der Nachweis in 
Koiperfliissigjceiten erfolgt. 

35. Diagnostische Zusaimnensetzung nach Anspruch 34, wobei es sich bei den 
1 5 Koiperflttssigkeiten um Blut oder Liquor handelt. 

36. Diagnostische Zusammensetzung nach Anspruch 33, wobei der Nachweis in Geweben 
erfolgt. 

20 37. Verwendung ernes Antikorpermolekuls nach einem der Anspruche 1, 2, 5 oder 6 zur 
Hetstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Prionerkrankung oder Krebs. 
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